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 Summary 
 
This work presents the structural and functional characterization by Atomic Force 
Microscopy (AFM) of different nucleoprotein complexes involved in transcriptional regulation. 
Therefore its main objective is to study regulation mechanisms by resolving the implicated 
structures using a single molecule technique. 
The Introduction has two sections: first it describes the AFM technique and its 
application in Biology. Secondly it describes the mechanisms that regulate gene transcription, and 
more specifically those that involve “transcription factor” proteins. This section also reviews the 
contributions of AFM to the study of nucleoprotein complexes. The special requirements of the 
technique when applied to these samples are presented in the Results chapters. 
The training in the AFM technique took place along the development of a second 
project: the structural characterization of the macromolecular proteins known as “chaperonins”. 
The results obtained for these systems are used in the first section of the Introduction to illustrate 
and discuss the characteristics, possibilities and limitations of the AFM.  
The Results section presents the four regulation systems studied in this thesis work. The 
results for each system are introduced and discussed in a separate subchapter. The AFM results 
are merged to pre-existing biochemical and biophysical data and the new information is used to 
propose functional models. 
Chapter IV.1 presents the regulation system of the promoter PTtgGHI, of Pseudomonas 
putida. The repressor TtgV binds to the promoter region distorting the structure of the linear DNA. 
The protein-DNA complex is characterized at the single molecule level with AFM and the angle 
induced in the DNA by the protein is estimated from a statistical analysis of the distribution found 
in the structures observed.  
Chapter IV.2 presents the regulation system of the promoter PTodX of Pseudomonas putida. 
DNA structures of the binary and ternary complexes with the transcription factors TodT and IHF 
are described. The role of TodT repressor and that of the activator IHF are discussed according to 
the observed structures. 
Chapter IV.3 presents the regulation mechanism of the promoter PN of Azoarcus sp. CIB. 
The superstructure found for the nucleoprotein complex formed by the repressor BzdR when 
binding to the region of the promoter is described. The large complexity of the regulation model 
and the high resolution structural information provided by AFM to the study of this kind of 
systems is discussed, complementing and enriching existing data provided by biochemical and 
biophysical techniques.  
Chapter IV.4 presents the system most extensively characterized in this thesis work: 
transcription regulation in the bacteriophage Phi29. This highly modulated process involves two 
transcriptional factors, p4 and p6, and the genome region containing promoters A2c, A2b and A3, 
located at the boundary between early and late transcribed genes. Building from the ideas 
presented earlier and using statistical approaches, this chapter presents and discusses the results 
acquired for the structure of complexes of growing complexity ([p4-DNA], [p6-DNA], [RNAp-
DNA], [p4-p6-DNA] and [p4-p6-RNAp-DNA]). Control experiments follow and then a regulatory 
model suggested by these results is proposed. The transcription regulating complex of another 
virus, “Nf”, was studied to explore if the functional structure suggested for the Phi29 system was 
shared by analogous viruses.  
The discussion section analyses the difficulties derived from the study of these 
complexes, including both sample preparation for AFM and analysis of the results. Furthermore, 
all the structures resolved are compared and analysed in relation to their function in their 
corresponding regulatory models. General features are concluded at the end of this chapter and 
listed in the Conclusions final section. 
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I. INTRODUCCIÓN 
  
 
I.1. La Microscopía de Fuerzas y su aplicación en Biología 
 
I.1.1. INTRODUCCIÓN A LA TÉCNICA.  
 
El microscopio de fuerzas atómicas (Atomic Force Microscope, 
AFM) pertenece a la familia de los microscopios de campo cercano o de barrido 
con sonda: “SPM” (scanning probe microscopes) que emplean una sonda 
(probe) para medir propiedades físicas en la escala nanométrica de la 
superficie que barren como son la fricción (Lateral Force Microscopy, LFM), 
la elasticidad y la adhesión (Phase Detection Microscopy, PDM), las 
propiedades magnéticas (Magnetic Force Microscopy, MFM; Magnetic 
resonance force microscopy, MRFM), las propiedades eléctricas como las 
variaciones de capacitancia (Scanning Capacitance Microscopy,  SCM) o de 
densidad de carga (Electrostatic Force Microscopy, EFM), la conductividad 
térmica (Scanning Thermal Microscopy, SThM), etc. Algunos de estos 
microscopios a la vez que las propiedades de la superficie mencionadas 
registran la topografía (MFM, LFM, EFM, SThM). 
Fue diseñado por G. Binnig, C.F. Quate y C. Gerber en 1986 (Binnig 
et al. 1986), inspirados por el Microscopio de Efecto Túnel (scanning 
tunneling microscope, STM) desarrollado por ellos mismos en 1982 en los 
laboratorios de IBM, en Zurich, junto con H. Rohrer y E. Weibel (Binnig et 
al. 1982). Esta última técnica permite caracterizar la superficie de una 
muestra conductora o semiconductora (de Platino en el experimento 
original) mediante el registro de la corriente túnel existente entre dicha 
superficie y una punta afilada conductora o semiconductora 
(originalmente de Wolframio) situada a distancia de decenas de angstroms 
en un entorno de ultra-alto vacío. La punta recorre línea a línea un área 
determinada de la superficie de la muestra, detectando su distribución de 
masa y de cargas y reconstruyendo su topografía con resolución 
tridimensional subnanométrica. En contraste, la microscopía de fuerzas 
permite analizar la estructura de superficies no conductoras y en un 
ambiente gaseoso (incluyendo el vacío) o líquido, registrando las fuerzas 
de interacción punta-superficie  en lugar de una corriente de electrones.  
Las microscopías de campo cercano han contribuido al desarrollo 
de la biología estructural. Las primeras incursiones en el análisis de 
muestras biológicas se realizaron mediante STM, depositando películas 
metálicas delgadas sobre las muestras y analizando la superficie de la 
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máscara resultante con alta resolución (Baró et al, 1985). Más recientemente 
el uso del AFM se ha generalizado. La capacidad de caracterizar muestras 
no conductoras y la posibilidad de operar en medio líquido son 
características muy apropiadas para su aplicación al estudio de muestras 
biológicas. La presente tesis  versa sobre la utilización de esta técnica en el 
estudio de dos sistemas biológicos: proteínas (chaperoninas) y complejos 
ADN-proteína (reguladores de la transcripción génica).  
 
 
Figura I.1. El microscopio de Fuerzas Atómicas. 
 
1.1.a. Naturaleza de las interacciones implicadas.  
 
La fuerza de interacción entre la sonda y la muestra en la que se 
basa el funcionamiento del AFM está descrita por  F = - ∂V/∂r  y presenta 
una región repulsiva (F > 0)  que corresponde a una situación de contacto 
entre punta y muestra y una región atractiva (F < 0) que corresponde a la 
ausencia de contacto (Figura I.2a). La interacción entre punta y muestra se 
reduce a la interacción entre los átomos en los extremos de la punta y de la 
muestra y es asimilable a un potencial de Lennard-Jones, que describe la 
interacción entre dos átomos o moléculas neutros situados a una distancia 
r (Figura I.2b). La ecuación en el recuadro de la Figura I.2 corresponde al 
potencial de Lennard-Jones, donde ε es la profundidad del pozo de 
potencial, σ la separación entre partículas para la que el potencial se hace 
cero, y 21/6σ la distancia del mínimo de energía. En este potencial se 
diferencian dos regímenes, uno repulsivo descrito por el término (r)-6, y el 
otro atractivo descrito por el término (r)-12. Las interacciones que engloba 
cada término son de distinta naturaleza: repulsivas de corto alcance 
(repulsión coulombiana), atractivas de largo alcance (fuerzas magnéticas y 
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electrostáticas) y de alcance intermedio (fuerzas de Van der Waals), y de 
adhesión, estas últimas con dos componentes principales: la de interacción 
estrictamente química entre ambas superficies, y la capilar que retiene la 
punta en contacto con la muestra debido a la fina película de líquido que 
recubre ambas superficies al operar en aire. Esta película de agua es de 
unas pocas monocapas de grosor y se encuentra adsorbida sobre toda 
superficie en condiciones de no vacío.  
Las fuerzas de van der Waals (que comprenden las fuerzas de 
orientación, de inducción y de dispersión) son las que determinan a nivel 
atómico o molecular el funcionamiento de estos microscopios. Las que 
actúan entre dos cuerpos macroscópicos como son la punta y la superficie 
de la muestra se pueden calcular considerando tan sólo la contribución de 
las fuerzas de dispersión de London (de corto alcance), asumiendo que son 
aditivas. Suponiendo la punta como una esfera de radio R separada una 
distancia z de una superficie plana (la de la muestra) la fuerza de van der 
Waals vienen dada por la ecuación I.1, donde H (Julios) es la constante de 
Hamaker del material. 
FvdW (z) = - HR/ 6z2                     Ec.I.1 
 
Figura I.2. Interacción sonda-muestra. a) Fuerza interatómica (punta-superficie)  vs. 
distancia. b) Potencial de Lennard-Jones. 
 
1.1.b. Componentes del Microscopio.  
 
Presento a continuación el microscopio parte por parte, 
refiriéndome en la descripción concretamente al equipo de Nanotec 
Electrónica S.L. utilizado en esta tesis. 
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La punta (Figura I.1b) puede tener geometría piramidal o cónica y 
suele ser de Nitruro de Silicio (Si3N4), fabricada junto con la micropalanca 
generalmente de forma secuencial por deposición del Si3N4 sobre una 
oblea de Silicio con un pozo de geometría y dimensiones de la punta y 
posterior grabado con máscaras. Como se comentará en el epígrafe sobre 
alta resolución (1.5), el radio final de la punta y su longitud efectiva de 
penetración afectan a la resolución espacial de la imagen. Existen ya en el 
mercado puntas acabadas en nanotubos, soldados o crecidos a partir de 
ellas (Figura I.21b). Sin embargo su producción aún no es muy uniforme 
(Gupta et al. 2006). 
 
Figura I.3. Componentes del microscopio. a) Esquema general del AFM. b) Sistema de 
detección. c) Esquema del movimiento del piezoeléctrico. d) Cabeza y base del 
microscopio. 
 
Las micropalancas (Figura I.1c) sobre las que se sitúa la punta 
(Figura I.1b) presentan un comportamiento mecánico asimilable al de un 
muelle elástico representado por la ley de Hook (F = k· x). La constante 
elástica de la micropalanca (k, [N/m]) delimita la sensibilidad de la 
medida, es proporcional a su frecuencia de resonancia (ν) y depende 
directamente de las dimensiones (longitud l y espesor t) y del material 
(módulo de Young, E). k = E· ν· t3 / 4· l3. La tecnología actual permite 
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fabricar micropalancas de dimensiones y, por tanto, de constantes de 
fuerza muy pequeñas, como las empleadas en este trabajo (con un grosor 
de 800 nm y constantes de 0,76-0,05 N/m). Generalmente son también de 
nitruro de silicio, y están recubiertas en su dorso por una película de oro 
que refleja el haz láser.  
 
 
Figura I.4. El microscopio de fuerzas atómicas empleado en este trabajo de tesis.  Las 
flechas en naranja indican el sentido de los intercambios de información entre las 
distintas unidades. (Las señales registradas por el fotodiodo son procesadas por la 
unidad de control en diálogo con la DSP (tarjeta localizada en la CPU del PC), que a 
continuación envían indicaciones al piezoeléctrico. 
El sistema de detección empleado normalmente es óptico (Figuras 
I.3.b y I.3.d). Está basado en el registro de la flexión (lateral y vertical) de la 
micropalanca, medida a través del reflejo de un haz láser sobre un 
fotodiodo de cuatro cuadrantes. El láser se enfoca en el  extremo de la 
micropalanca, por su cara superior, idealmente sobre la posición de la 
punta en la cara opuesta, y se refleja sobre su superficie recubierta de oro. 
El haz incidente es reflejado y detectado por un fotodiodo de cuatro 
cuadrantes (Figura I.3b).  
El haz láser (con longitud de onda de 632nm (rojo) y de potencia 
menor que 1mW) es producido por un diodo y enfocado mediante un 
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sistema de lentes. Debe ser alineado manualmente (mediante un sistema 
de tornillos micrométricos) para que incida sobre el extremo de la 
micropalanca, que lo refleja, y centrado, también manualmente, en el 
detector, de forma que en estado de no contacto el cero de fuerzas laterales 
y verticales corresponda con el (0, 0) del fotodiodo.  
El fotodiodo (Figura I.3b) realiza la comparación entre 
intensidades incidentes en cada par de sectores para determinar la fuerza 
entre punta y muestra, que proporciona en Voltios (convertibles a valores 
de pN-nN conocida la constante de la micropalanca).  
El barrido se realiza moviendo con una trayectoria en zigzag bien 
la sonda sobre la muestra estacionaria o bien la muestra bajo la sonda 
estacionaria (como es el caso del diseño del microscopio empleado en esta 
tesis), registrando una línea yi (x, z) y a continuación la siguiente yi+1 (x, z). 
Este movimiento se realiza gracias a un tubo piezoeléctrico (Figura I.3c), 
compuesto por este material cerámico, con la capacidad de extenderse y 
contraerse con enorme precisión como respuesta a un voltaje aplicado (a su 
intensidad y a su polaridad). Cada línea (x, z), de longitud fijada por el 
área de barrido elegida, está compuesta por un número 2n de puntos (que 
en el microscopio empleado en esta tesis oscila entre 32 y 512 puntos) con 
lo que el tamaño del salto que debe realizar el piezoeléctrico entre dos 
puntos de medida depende de ambos parámetros: el área barrida y el 
número de puntos registrados.  Las superficies de barrido típicamente 
empleadas oscilaron entre 100 x 100 nm2 y 2,8 x 2,8 μm2. La calibración del 
piezo (nm/V) se obtiene a partir de la relación: [desplazamiento del 
piezo/voltaje aplicado].  
Este tipo de escáneres son empleados en la mayoría de las 
microscopías SPM. Están compuestos por tres electrodos piezoeléctricos 
distintos que operan de forma independiente en cada dirección X, Y y Z. 
Aplicando un voltaje de corriente alterna distinto para cada uno de los tres 
ejes (y previa calibración con muestras patrón) se logra el movimiento 
requerido para el barrido en X e Y (direcciones de barrido rápida y lenta, 
respectivamente) y el movimiento vertical (en Z), que corrige la altura en 
respuesta a la señal registrada en el fotodiodo y procesada en la electrónica. 
El mapa topográfico se obtiene en la mayoría de las medidas 
manteniendo la fuerza entre la punta y la muestra constante durante el 
barrido, esto es: manteniendo la deflexión constante, y para ello un circuito 
de realimentación (o feedback) recibe los cambios registrados en el 
fotodiodo y calcula el voltaje que se aplicará al piezo en Z para que se 
contraiga o expanda convenientemente. 
La electrónica de control, compuesta por una unidad de alto 
voltaje y una tarjeta con un procesador digital de señal (DSP) (señaladas en 
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la Figura I.4) opera con la señal de error resultante de la comparación entre 
la señal medida y un valor esperable, y la usa como señal de alimentación 
del feedback que hará reaccionar a su vez al piezoeléctrico. 
El microscopio se posa sobre una mesa anti-vibratoria o se cuelga 
del techo (Figura I.4), para amortiguar todo ruido mecánico externo de 
baja frecuencia que puede solapar con el de la micropalanca (el uso de 
micropalancas con frecuencias de resonancia altas también reduce los 
efectos de ruidos de baja frecuencia). La cabeza del microscopio se tapa 
con una campana de vidrio para proteger de vibraciones acústicas,  y 
mantener el ambiente en condiciones de humedad y temperatura  estables. 
 
1.1.c. Caracterización dinámica. Curvas de fuerza 
 
Figura I.5. Curva de Fuerza-distancia (punta-superficie) 
Para calcular la fuerza ejercida sobre la muestra se realizan curvas 
de fuerza-distancia, basadas en un ciclo de aproximación y alejamiento de 
la punta a la superficie registrando la deflexión del haz láser a distintos 
puntos de la separación entre ambos (siendo estrictos, se trata de una 
curva que relaciona la deflexión medida por el fotodiodo con la extensión 
del piezoeléctrico). Esta deflexión (en voltios) se traduce a continuación en 
valores de fuerza gracias a la constante de fuerza de la micropalanca (N/m) 
y a la pendiente de la región lineal de la curva (V/m).  
F(nN) = deflexión (V) · sensibilidad (nm/V) · k (nN/nm)                   Ec.I.2 
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En la Figura I.5 se representan una curva de fuerza tipo, y el estado 
de la micropalanca a distintas distancias de la muestra. Como ya se ha 
descrito (Figura I.2b), el perfil de la curva de fuerza punta-muestra se 
aproxima a la de la derivada del potencial de interacción del tipo Lennard-
Jones de dos cuerpos aproximándose entre sí. Las curvas registradas por el 
AFM generalmente se encuentran invertidas, como la de la Figura I.6a, que 
paso a describir.  
 
Figura I.6. Interacción sonda-muestra. a) Curva de Fuerza vs. distancia registrada en el 
AFM. La fina capa de agua presente en toda superficie al aire se manifiesta en la parte 
de adhesión de la curva, introduciendo grandes diferencias entre las curvas de 
extensión (roja) y de retracción (verde). b) Curva de Fuerza tomada en aire c) Curva de 
Fuerza tomada en medio líquido (donde la adhesión se minimiza al no haber 
contribución de las fuerzas capilares).  
En la parte izquierda de la curva el piezoeléctrico se encuentra 
totalmente retraído (Z = 0 nm). No existe contacto entre punta y muestra y 
la deflexión de la micropalanca por tanto es 0 V (y 0 N).  Ésta se mantiene 
inalterada conforme se extiende el piezoeléctrico (Z>0nm) aproximando 
así la muestra a la punta, hasta que llega a una distancia suficiente para 
que la punta experimente la atracción de la fuerza de van der Waals.  A 
continuación la punta entra en contacto con la superficie, y en 
consecuencia la micropalanca se flexiona hacia ella. La extensión sucesiva 
del piezoeléctrico provoca un contacto ahora repulsivo entre punta y 
muestra, lo que se traduce en la flexión inversa de la micropalanca y en 
una respuesta lineal de la deflexión. Tras la extensión total, o la fijada 
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como parámetro de la curva, el piezoeléctrico comienza a retraerse. La 
deflexión de la micropalanca sigue idéntica trayectoria que en el 
acercamiento (en ausencia de histéresis del piezoeléctrico) y sólo varía su 
comportamiento  Sin embargo, en el punto de entrada en contacto: la 
punta se mantiene adherida a la superficie, queda “retenida” por ésta, 
debido a las fuerzas de adhesión, y esto genera una deflexión negativa, de 
la micropalanca hacia la superficie.  
En medidas en aire, las fuerzas capilares de la película de agua, 
junto con otras fuerzas de adhesión, mantienen la punta y la muestra en 
contacto, flexionando la micropalanca, hasta que se produce la separación. 
Ésta se registra como un salto súbito en la señal de deflexión hacia el cero, 
valor que se mantiene hasta el final con la retracción del piezoeléctrico 
(Figura I.6b). La magnitud de esta fuerza de adhesión depende del espesor 
de la película de hidratación. En medidas realizadas con la punta y la 
muestra sumergidas en líquido no se produce la formación de un cuello de 
agua entre ellas y en consecuencia la fuerza total ejercida por la punta 
sobre la muestra es menor.  
Las variaciones locales en la curva implican un cambio en las 
propiedades elásticas locales de la muestra, como se verá en los apartados 
de espectroscopía de fuerzas. El análisis de las curvas de fuerza puede 
aportar además información importante sobre las propiedades de 
elasticidad, dureza, adhesión, distribución de cargas y la propia constante 
de Hamaker del material (Capella et al.,, 1999; Butt et al., 2005).  
 
1.1.d. Caracterización topográfica. Modos de operación. 
Las tres clases distintas de operación del microscopio son: 
 
Modo de contacto: opera en el régimen de contacto, donde 
predominan las fuerzas repulsivas de corto alcance (Figura I.7a).  La 
distancia punta-muestra es de pocos Angstroms. Durante el barrido se 
mantiene constante la fuerza normal, i.e.: la deflexión de la micropalanca, y 
se mide la fuerza lateral a partir del registro de la torsión de ésta. 
Modo dinámico: opera en el régimen de no-contacto, a una 
distancia punta-muestra que oscila entre las decenas y las centenas de 
Angstroms, donde predominan las fuerzas atractivas de largo alcance. Un 
segundo piezoeléctrico hace resonar la micropalanca, sea con amplitud 
constante (A0), sea con frecuencia constante (ν0), de forma que las 
variaciones en frecuencia o en amplitud (respectivamente) se hacen 
corresponder con cambios topográficos (Figura I.7b) y los cambios en otros 
parámetros, por ejemplo: el desfase respecto de la excitación externa, con 
cambios magnéticos de la muestra (García et al., 2002). 
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Modo de contacto intermitente o de salto (jumping mode): En cada 
punto de la imagen se toma una curva de fuerza reajustando cada vez la 
distancia punta-muestra para que la fuerza normal ejercida no supere la de 
referencia (el setpoint) y registrando la altura Z a esa fuerza y la adhesión y 
la pendiente de la curva para generar los mapas de topografía, de adhesión 
y de rigidez (Figura I.7c). El desplazamiento al punto consecutivo tiene 
lugar fuera del contacto con lo que se minimiza el tiempo de interacción 
entre la punta y la muestra y la potencial alteración de ésta. Se trata de un 
modo más lento que los otros por la cantidad de puntos intermedios 
tomados para cada curva (jump sample), proporcionales al tamaño del salto 
(jump off), y por el tiempo de espera entre cada ciclo (control cycles), que por 
otro lado ofrece un control más fino de la fuerza y es por tanto menos 
agresivo en las muestras blandas (Moreno-Herrero et al., 2004). Se trata del 
modo más empleado en esta tesis. 
 
Figura I.7. Modos de operación. a) modo de contacto. b) modo de no contacto 
(“dinámico” o de tapping). c) modo de contacto intermitente (de jumping). 
 
I.1.2. MEDIDAS EN LÍQUIDO. 
 
La Microscopía de Fuerzas Atómicas (AFM) es una técnica idónea 
para la caracterización estructural de especímenes biológicos debido a su 
capacidad de operar en un medio líquido próximo al medio fisiológico y 
de observar en tiempo real procesos biológicos que estén ocurriendo en 
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dicho medio (Müller et al. 2002a, Cohen et al. 2008). Asimismo, permite 
inducir y  determinar in situ distintas conformaciones del espécimen, 
caracterizar sus interacciones con otros especímenes (topológica y 
dinámicamente) y manipularlo a nivel de moléculas individuales para 
caracterizar sus propiedades mecánicas (de Pablo et al. 2003, Ivanovska et 
al. 2004, Czajkowsky et al. 2004, Schwaiger et al. 2005, Carrasco et al. 2006; 
2008b).  
Aparte de la posibilidad de operar en medio líquido y de extraer 
información cinética y dinámica, la ventaja más significativa que presenta 
la Microscopía de Fuerzas respecto de la cristalografía de RayosX y de la 
Microscopía Electrónica (a cuyos resultados estructurales complementa) es 
su elevada relación señal/ruido, lo que permite estudiar directamente (sin 
procesamiento intermedio de señal) imágenes de especímenes biológicos 
nativos (libres de agentes de contraste). Además, el AFM resuelve 
directamente la estructura en el eje Z, y, frente a las imágenes de 
proyección de la Microscopía Electrónica, proporciona un perfil 
topográfico con resolución subnanométrica (menor que la resolución 
atómica característica de las medidas de AFM en muestras sólidas, debido 
a la naturaleza “blanda” o “flexible” de las muestras biológicas). 
 
1.2.a.     Fuerzas de interacción 
La interacción punta-muestra en medio líquido es algo distinta a la 
descrita para las medidas en aire y queda explicada por la “teoría DLVO” 
(Israelachvili, 1998. págs. 246-256), que surge de las propuestas de 
Derjaguin y Landau (1941) y de Verwey y Overbeek (1948). La fuerza 
predominante es la electrostática establecida entre las cargas superficiales 
de punta y muestra (entre la doble capa de Debye de ambas superficies), i.e. 
la fuerza EDDL (electrostatic Debye double-layer) de la ecuación I.3, mientras 
que las contribuciones de las fuerzas de van der Waals y de las fuerzas 
capilares se reducen hasta hacerse casi despreciables. Esta doble capa de 
Debye resulta del conjunto de los iones del medio líquido dispuestos en 
torno a una carga, y en este caso en torno a las cargas distribuidas por una 
superficie. Su grosor (λD) depende de la naturaleza de los iones del medio, 
de su poder polarizable o polarizante, i.e. de su carga y de su radio iónico 
(Ecuación I.4). Al aproximar  punta y muestra, se establece una fuerza 
entre ambas densidades de carga que podrá ser modulada por las cargas 
(las sales y el pH) del medio acuoso. De ahí la importancia de la elección 
del tampón de imagen al trabajar con muestras blandas, buscando operar a 
fuerza mínima (Figura I.8). Esta relación se discutirá en sucesivas 
ocasiones en esta tesis.  
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Figura I.8. Teoría de DLVO. Existen modelos empíricos (Müller et al. 1999) que 
relacionan la fuerza ejercida por la punta sobre la superficie y la naturaleza del tampón 
de toma de imagen (de la fuerza iónica y de los cationes presentes).  a)  Esquema del 
radio de acción de las fuerzas implicadas en la interacción punta-muestra en un medio 
líquido con cargas disueltas en ausencia de Faplicada. La fuerza EDDL (aquí señalada 
como “electrostatic repulsión”) es de largo alcance y actúa sobre un área mucho mayor 
que las de van der Waals. La fuerza efectiva resulta de la suma de Faplicada + FEDDL + 
FvdW y puede minimizarse haciendo negativa la FEDDL para compensar las otras dos, 
logrando condiciones de medida con una fuerza menor que la aplicada por el 
microscopio.  b) Curvas F-z registradas sobre una misma superficie proteica a pH 
constante y fuerza iónica variable. Las flechas indican (1) el efecto de la repulsión 
electrostática (respecto de la curva inferior, tomada en ausencia de repulsión) y (2) la 
fuerza a la que la punta y la muestra entran en contacto. (Figuras extraídas de Müller et 
al. 1999). 
 
 
1.2.b. Modos de medida en medio líquido 
 
En medio líquido es posible trabajar en los tres modos de medida 
descritos. Sin embargo el menos agresivo para el material biológico resultó 
ser el modo de salto (Figura I.9) y el principal usado en esta tesis, a pesar 
de que ralentiza la medida. La toma de una imagen puede durar hasta 
varios minutos en contraste con la velocidad de20 s/imagen alcanzable 
con modo dinámico (Moreno-Herrero et al., 2002). El tamaño del salto 
elegido es siempre unos pocos nm mayor que la altura del espécimen 
analizado y la fuerza ejercida osciló entre los 20 y los 100 pN.  
 
                                                                                                        I.1. Introducción 
 29 
 
Figura I.9. Modo de salto “Jumping mode” en líquidos. a) Esquema del estado de la 
micropalanca en los dos extremos del salto en el modo jumping. En más oscuro se 
representa la posición en la que el piezoeléctrico retirado, y por tanto la micropalanca 
alejada de la muestra, fuera de contacto (y con fuerza cero). En esta posición se efectúa 
el desplazamiento lateral al siguiente punto de la imagen. En más claro se representa la 
posición del conjunto en el extremo del salto, cuando se ha alcanzado la fuerza 
establecida como setpoint. A continuación el piezoeléctrico se retira el tamaño fijado 
para el salto (en este caso de 30 nm) y se desplaza hacia el siguiente punto. Este ciclo da 
lugar a la curva F-z que el microscopio registra en cada punto de la imagen con una 
fuerza máxima establecida como parámetro por el usuario. La imagen topográfica se 
construye a partir de la distancia vertical a la muestra a la  que se alcanza el valor de la 
fuerza predeterminado. b) representa la curva tal y como aparece en el osciloscopio. 
Puesto que la medida es en líquidos las fuerzas capilares de adhesión punta-muestra se 
anulan. Simultáneamente al registro del mapa topográfico se registran la adhesión de la 
curva F-z (1) y la pendiente de la misma (2) para generar los correspondientes mapas 
de adhesión y de rigidez o stiffness. (Figura extraída de Schaap et al., 2004). c) Mapas de 
topografía (c1) y adhesión (c2) registrados mediante el modo jumping simultáneamente 
sobre una muestra de agregados proteicos unidos a ADN. La escala de colores varía, al 
igual que la topográfica con la altura, de más oscuro (menor adhesión) a más claro 
(mayor adhesión). d) Mapas topográfico (d1) y de rigidez (stiffness) (d2) registrados 
simultáneamente de un microtúbulo sobre la mica (Schaap et al. 2006) con idéntico 
código de colores (más claro cuanto más rígido). 
 
1.2.c. Configuración. Celda líquida 
 
A lo largo de este trabajo se ha utilizado una celda líquida de 
configuración abierta. La muestra se deposita sobre un disco de mica de 
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aproximadamente 0.5 cm de diámetro colocado sobre un disco de teflón.  
La punta se introduce en la gota de un volumen aproximado de 50 
microlitros, con lo que tanto la  punta  como la muestra quedan 
sumergidas en el mismo tampón de toma de imagen. El líquido queda 
contenido en la parte superior por una ventana de zafiro que focaliza el 
láser sobre la muestra. Existen también celdas cerradas  que permiten  
introducir y retirar líquidos del compartimento y así intercambiar el 
tampón de imagen o inyectar proteínas o moléculas para observar  en 
tiempo real las modificiaciones que puedan inducir en la superficie (Figura 
I.14b).  
 
1.2.d. Información proporcionada por las medidas en líquido 
(topografía, adhesión, electrostática, flexibilidad, rigidez…)  
 
Además de la topografía, la operación en modo jumping permite 
medir directamente otras propiedades como la adhesión o la rigidez 
(stiffness). En la Figura I.9c se presentan los mapas topográfico (c1) y de 
adhesión (c2) de una muestra de complejos nucleoproteicos registrados 
simultáneamente con el modo de jumping. El mapa de adhesión revela la 
diferente composición química (o carga superficial) de las superficies de 
mica, ADN y proteína. Se construye a partir de los valores de la adhesión 
de la curva de fuerza tomada en cada punto analizado (indicada como “1” 
en la Figura I.9b). La Figura I.9d muestra los mapas de la topografía (d1) y 
la rigidez (d2) de un microtúbulo (Schaap et al. 2006). La rigidez en cada 
punto de la imagen se extrae de la pendiente de la región de contacto de la 
curva F-z del salto en ese punto (indicada como “2” en la Figura I.9b). El 
mapa demuestra la mayor rigidez de la mica que la del microtúbulo. 
Debido a que las imágenes topográficas se construyen a partir de la 
medida de la fuerza de interacción entre la punta y la muestra cuando 
entran en contacto, es posible extraer del mismo tipo de experimento 
información sobre la distribución de cargas y la flexibilidad estructural de 
la superficie.   
La punta (de nitruro de silicio) está cargada negativamente (con 
una densidad de carga superficial ~-0.032 C/m2) y detecta repulsiones 
electrostáticas locales cuando la superficie presenta cargas negativas 
discretas. Así, la topografía obtenida es resultante de la mezcla de 
estructura y electrostática (Figura I.10.aC; Müller et al 2002a). Los mapas 
electrostáticos o de distribución de cargas de la superficie se obtienen 
variando la fuerza iónica y manteniendo constantes la punta, la muestra, 
la fuerza de la toma de imagen y el pH del tampón. Un mapa diferencial 
(que reste la topografía obtenida en ausencia de contribuciones 
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electrostáticas) mostrará el mapa electrostático de la superficie. Las Figuras 
I.10.aF y I.10.aG muestran los mapas promedio de la topografía de los 
trímeros del canal de la porina OmpF, registrada a distintas 
concentraciones de electrolitos. 
 Los mapas de flexibilidad estructural de la Figura I.10.b son 
mapas de desviación estándar de la imagen media (mediante promediado 
bidimensional de partículas individuales; Müller et al. 2002b). Se detectan 
flexibilidades de dominios estructurales correspondientes a energías de 
deformación del orden de 3-12 KJ/mol, ~1000veces menor que los trabajos 
de indentación (2500KJ/mol). 
 
 
Figura I.10. a) Mapas de potencial electrostático del canal de la porina OmpF. A) 
Principio de la contribución de la variable electrostática en el registro de la 
topografía mediante una punta de AFM cargada negativamente (de Nitruro 
Silicio). B) La topografía de una superficie neutra revelada por dicha punta será la 
topografía “verdadera”. C) Si la muestra presenta cargas negativas discretas la 
punta experimenta repulsiones electrostáticas locales La topografía resultante 
mezcla información estructural y electrostática que pueden ser descompuestas 
restando la imagen “B” (meramente topográfica) de la “C” (registrada en presencia 
de contribución electrostática). D) Mapa topográfico de la porina OmpF registrado 
a 300mM de KCl, donde se observa el ensamblaje de los trímeros individuales de 
la porina en un cristal 2D de celdas unidad rectangulares. E) estructura promedio 
de los trímeros realizada a partir de (D) imponiendo simetría 3. F) y G) muestran 
los mapas diferencia entre la topografía de la porina OmpF registrada a 100 y 
300mM KCl (F) y a 50 y 300mM KCl (G). La escala de colores pasa del blanco 
(máxima diferencia de altura, de 0.3nm (F) y 0.5nm (G)) al negro (mínima: 0,05nm). 
Las figuras inferiores muestran la superimposición de la topografía promedio 
(marrón-dorado) y del potencial electrostático. La diferencia principal entre los 
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trímeros de la porina se encuentra por tanto en la entrada del poro transmembrana. 
(Müller et al. 2002a). b) Flexibilidad estructural. A) mapa topográfico de una placa 
de conexones (canales de comunicación intercelular en vertebrados) ordenados 
bidimensionalmente en un cristal. La buena resolución proporcionada por este 
ordenamiento lateral permite detectar defectos en subunidades individuales del 
conexón, señalados por circunferencias. B) Promedio de las partículas de (A) con 
una resolución lateral de 1,2nm. C) Mapas de desviación estándar de la imagen 
promedio de (B). La escala de desviaciones pasa del negro (0,1nm, mínimo) al 
blanco (0,4nm, máximo). La máxima desviación, situada en el poro del conexón, 
indica una variabilidad estructural intensificada de esta zona  (Müller et al. 2002b). 
 
 
1.2.e. Sistemas experimentales modelo: Las chaperoninas 
 
A continuación se presenta una introducción sobre la aplicación de 
la microscopía de fuerzas en Biología en la que principalmente se usan 
como ejemplos los resultados del proyecto que ocupó los dos primeros 
años de esta tesis, con el que se consolidó el manejo de la técnica y se 
exploraron sus capacidades y particularidades. Este proyecto versó sobre 
la caracterización estructural y mecánica de los cambios conformacionales 
que se producen durante el ciclo funcional de las chaperoninas, inducidos 
por la unión, hidrólisis y liberación del nucleótido (Figura I.11). Estas 
proteínas presentan una estructura cilíndrica, formada por dos anillos 
apilados, a su vez constituidos por distintas subunidades, y tienen como 
función plegar otras proteínas que se encuentran desestructuradas, a las 
cuales reconocen a partir del dominio apical de sus subunidades (Figura 
I.11B). Una vez reconocidos, introducen los sustratos en la cavidad central 
donde se produce su plegamiento. Ya reestructurados, los sustratos son 
liberados, por reapertura de la cavidad al exterior.  
Concretamente se estudiaron tres chaperoninas distintas: GroEL, 
de origen bacteriano (de E. coli), CCT, de origen eucariota (“Cytoplasmatic 
Chaperonin containing TCP-1”, también llamada TRiC, y extraída de 
testículos de toro) y el termosoma de la arqueobacteria Pyrococcus 
Horikoshii (Martín Benito et al., 2007b), ejemplos característicos de las dos 
familias de chaperoninas, de tipo I (el primero) y de tipo II (los dos últimos) 
(Figura I.12). 
Las dimensiones de estas tres macromoléculas GroEL, termosoma 
y CCT (14.5, 17 y 17 nm de altura y 13.5, 15 y 15 nm de diámetro 
respectivamente, y ~4.5nm de diámetro del orificio abierto de la cavidad) y 
la magnitud de los cambios conformacionales asociados a su actividad 
enzimática, ya caracterizados por microscopía electrónica, exigen una 
resolución lateral mínima de 1 nm. Su observación mediante AFM requería 
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por tanto optimizar las condiciones de toma de imagen para alcanzar una 
resolución espacial inferior al nanómetro.  
 
Figura I.11. Ciclo funcional de las chaperoninas, motores macromoleculares complejos. 
El mecanismo general de funcionamiento de las chaperoninas alterna dos 
conformaciones básicas: una conformación abierta, en ausencia de nucleótido, que 
reconoce al sustrato desnaturalizado cuyo plegamiento va a promover, y una 
conformación cerrada, inducida por la unión y posterior hidrólisis de ATP. El sustrato 
aislado en el interior de la cavidad queda libre de interacciones no deseadas y puede 
plegarse utilizando la información codificada en su propia secuencia aminoacídica.   
 
Figura I.12. Chaperoninas estudiadas, procedentes de organismos diversos. 
Reconstrucciones tridimensionales generadas mediante microscopía electrónica y 
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procesamiento de imagen, de las chaperoninas: GroEL (Carrascosa et al, 2001), de un 
Termosoma distinto al estudiado, el “TF55”, de Sulfolobus shibatae, (Schoehn et al. JMB, 
2000) y de CCT, (Llorca et al. 1999), tanto en ausencia como en presencia de nucleótido. 
Las chaperoninas forman parte de un gran grupo de proteínas (las chaperonas 
moleculares) involucradas en el plegamiento de otras proteínas. Son grandes 
oligómeros (800-1000 KDa) constituidos por dos anillos que alojan una cavidad donde 
se produce el plegamiento. Existen grandes diferencias estructurales entre los ciclos 
funcionales de las chaperoninas del tipo I y las del tipo II. En el caso de las primeras, se 
sabe que la unión de ATP promueve la asociación de la chaperonina con un pequeño 
oligómero o “cochaperonina” y un cambio conformacional que cierra la cavidad y aísla 
el sustrato en su interior (en el caso de GroEL, la chaperonina de E. coli, esta 
cochaperonina se denomina GroES). En el caso de las chaperoninas del tipo II no existe 
una cochaperonina que colabore en el ciclo funcional. Ese papel, sin embargo, parece 
ejercerlo un dominio extra (ausente en las de tipo I) que cierra la cavidad en un 
momento del ciclo. Las chaperoninas del tipo II son también más complejas pues, a 
diferencia de las del tipo I, pueden variar en la simetría del oligómero (7 en las del tipo 
I; 8 ó 9 en el caso de las de tipo II) o en el número de subunidades distintas (1 en las del 
tipo I; 1,2,3 u 8 en las del tipo II) (Carrascosa et al., 2001; Gutsche et al., 1999; Llorca et al., 
2001), y discriminar entre sustratos, uniéndolos de forma específica a las distintas 
subunidades (Llorca et al., 2001; Martín Benito et al., 2002, 2007a). 
 
 
I.1.3  TÉCNICA DE SUPERFICIES.  
 
1.3.a. Características de la toma de imagen. Control de la fuerza y del 
feedback. 
 
El control de la fuerza aplicada sobre la muestra y de los valores 
del feedback es la pieza clave para obtener imágenes lo más fidedignas 
posible de la muestra. Una fuerza demasiado débil no permitirá que la 
punta se agarre a la superficie ni por tanto que reproduzca su relieve 
(Figura I.13c). Por el contrario un exceso de fuerza puede interaccionar con 
la muestra y o bien generar mapas topográficos irreales, por deformación 
de las moléculas, o bien destruirlas como es el caso mostrado en las 
imágenes a y b de la Figura I.13.  
El mal ajuste de los parámetros del feedback puede traducirse en 
que la punta no siga el perfil de la muestra (perdiendo el control en la 
parte descendente de los relieves perfilados, a pesar de aplicar un alto set 
point, como es el caso de la Figura I.13c, o que aparezca un ruido de fondo 
no deseado. El ruido procedente de la combinación de las fuentes de ruido 
eléctricas, mecánicas y acústicas es el factor limitante principal para la 
resolución vertical obtenible. El feedback presenta igualmente un límite 
superior umbral a partir del cual aparece ruido (Figura I.13d). 
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Figura I.13. Toma de imagen. Control de la fuerza y del feedback . 
a) muestra el efecto de la fuerza aplicada en el barrido. Se aumentó el set point (o 
deflexión) durante el registro de una misma imagen, siendo el sentido del barrido de 
arriba a abajo. La fuerza inicialmente era inferior a la necesaria para resolver 
adecuadamente la topografía de la superficie. Con el aumento del set point se logró 
mejorar la calidad de la imagen (recuadro). Sin embargo un aumento sutil de la fuerza 
se traduce en la perturbación y el destrozo de la muestra, de naturaleza blanda, 
revelando la gran sensibilidad del sistema y lo delicado del manejo de las fuerzas. b) 
ilustra el efecto de barridos sucesivos sobre un mismo área con una micropalanca poco 
sensible (de constante de fuerza > 1 N/m). La interacción punta-muestra no es inocua y 
se observa imagen a imagen cómo van desapareciendo moléculas, de estructura 
raramente resuelta (recuadros). El barrido con fuerza suficiente pero con un parámetro 
de feedback muy bajo produce imágenes como c). Esta imagen es similar a la que 
resultaría de trabajar con una fuerza mínima sobre una muestra no muy bien adherida 
a la mica, y por tanto con una resolución insuficiente, como se discutirá en el apartado 
siguiente. d) Muestra el efecto del feedback aplicado en el barrido. d1) Los saltos y el 
ruido son introducidos por un aumento puntual del feedback. d2) Mapa de la Fuerza 
Normal registrada simultáneamente a la topografía de d1 (la fuerza o la deflexión 
registrada por la micropalanca durante la toma de imagen debería mantenerse 
constante pero experimentalmente se desvía del valor establecido cuando cambia la 
topografía de la muestra cambia). 
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1.3.b. Descripción general de la preparación de la muestra para su 
caracterización mediante AFM en medio líquido.  
 
Las muestras de especímenes biológicos para su estudio mediante 
microscopía de fuerzas en medio líquido se preparan por incubación de 
una solución pura del espécimen, ya sea de proteínas, ADN, complejos, etc. 
sobre una superficie (Müller et al. 1997a). En este trabajo se usa la 
superficie del mineral mica recién exfoliado (concretamente de la mica 
muscovita: KAl2(AlSi3O10)(OH)2) por proporcionar un sustrato cristalino 
atómicamente plano, y cargado negativamente (por las vacantes de K+ que 
quedan al separarse dos láminas de mica) a la que adsorbe la muestra por 
interacciones electrostáticas (Figura I.15), modulables por la composición 
iónica del medio (Czajkowsky et al. 2003). El tiempo, la temperatura y la 
composición del medio líquido de incubación (pH, fuerza iónica y 
naturaleza iónica) modulan la eficacia de la fisisorción. La concentración 
del especimen no es una variable tan crítica como sí lo es su pureza. A 
continuación, las etapas de lavado y equilibrado térmico preceden a la de 
medida.  
 
 
 
Figura I.14. Descripción general de la preparación de muestra. a) Pasos de 
preparación de la muestra: I. deposición de la muestra sobre un sustrato de mica. II. 
incubación sobre la superficie, lo que incluye: adsorción y difusión lateral. III. lavado, 
para eliminar el material excedente, no adsorbido. Re-equilibrio de la muestra en un 
nuevo tampón o a una nueva temperatura antes de pasar a ser caracterizado. b) 
Esquema de la celda líquida empleada en esta tesis: un cuello de tampón de medida 
formado entre el sustrato de mica y la lente que enfoca el láser, en el que quedan 
sumergidos la micropalanca y la muestra. 
 
                                                                                                        I.1. Introducción 
 37 
 
 
Figura I.15. Descripción del sustrato empleado: la mica.   
a1) La estructura cristalina de la mica moscovita (KAl2(AlSi3O10)(OH)2) consiste en 
láminas apiladas de 10 Å de grosor, formadas por dos capas de tetraedros [SiO4]4- con 
orientación opuesta entre sí, con cationes Al3+ haciendo de puente entre ellas unidos 
según coordinación octaédrica [AlO4(OH)2]. a2) Las láminas a su vez están unidas por 
cationes K+, alojados entre las cavidades dejadas por las capas de tetraedros (imagen 
extraída de Czajkowsky et al, 2003). Al exfoliar la mica se generan dos superficies 
atómicamente planas, con sólo la mitad de los huecos de potasio ocupados. Esto 
conduce a que la carga neta de la mica sea parcialmente negativa. En solución acuosa 
los cationes K+ se desorben y solvatan, lo que aumenta la carga neta de la superficie. En 
presencia de otros cationes en la solución se producen intercambios y los huecos 
dejados por el K+ son reocupados por otros cationes, tanto mono como polivalentes. La 
secuencia de afinidad descrita es K+ > Na+ > Li+ (Osman et al., 1999).  b) Imagen de 
AFM en aire con resolución atómica (6,6 x 6,6 nm2, rango en z. 0-0,4nm), tomada por un 
NanoWizard® AFM (extraída de www.jpk.com). c) Superficies de mica con proteína 
(c1) y ADN (c2) ya incubadas sobre ellas. En ambos casos la exfoliación no fue limpia y 
en lugar de la superficie plana habitual se observa una estructura esquistosa, con 
terrazas de distintas alturas. 
 
 
1.3.c. Empaquetamiento y orientación en superficie. 
 
La resolución alcanzable con la microscopía de fuerzas está 
directamente relacionada con la interacción entre la punta y la muestra 
(Müller et al. 1997a) y con la sujeción de esta última al sustrato (Müller et al. 
1999; Czajkowsky et al., 2003). Ambos factores son modulados por el medio 
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acuoso, que condiciona la carga superficial de la punta, de la muestra y del 
sustrato. Las condiciones de barrido y de preparación de la muestra deben 
ser optimizadas para cada espécimen, lo que se logra variando la 
naturaleza, pH y fuerza iónica del tampón de toma de imagen y del 
tampón de incubación sobre la mica, así como la temperatura y los tiempos 
de esta incubación. 
Cuando la punta es más gruesa que el especimen que se pretende 
resolver se da el “efecto de punta” o convolución ilustrado en la Figura 
I.16 y en la Figura I.26c. La imagen tomada en este caso no es “real” en las 
dimensiones X-Y (laterales) y sí en el eje Z. (El poder resolutivo de la punta, 
fijado por su diámetro final y el ángulo de cierre del vértice, y el control 
fino de la fuerza aplicada se discutirán en el epígrafe 1.5 de este capítulo, 
sobre el registro de imágenes de alta resolución). 
 
 
 
Figura I.16. Convolución de la punta. a) Esquema del fenómeno de “convolución de la 
punta”. b) y c) muestran ejemplos de imágenes tomadas en muestras con las 
chaperoninas CCT (b) y termosoma (c) diseminadas en la superficie donde se da este 
efecto. Mientras que las dimensiones laterales de los perfiles de la topografía (b3, c3) no 
se corresponden con las reales (b1, c1) debido a que el diámetro de la punta es mayor 
que el de las propias moléculas (i.e., debido al fenómeno de la convolución), la altura sí 
se corresponde. 
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Otro factor que afecta a la resolución lateral es el del 
desplazamiento de material debido al barrido de la punta sobre muestras 
débilmente adsorbidas al sustrato de mica. Como mostrado en la Figura 
I.17, si la muestra se encuentra empaquetada lateralmente el efecto del 
desplazamiento de material puede ser mitigado y la resolución mejora 
sustancialmente (llegando a resoluciones laterales subnanométricas). 
Existe también la opción de modificar químicamente la superficie de la 
mica (de “funcionalizarla”) para aumentar la adsorción de la muestra. Se 
emplean polilisinas, bicapas lipídicas u otras especies que modifican la 
carga neta de la superficie (Vinckier et al., 1995). Otro modo de fijar la 
muestra a la superficie es por quimisorción individual de cada 
biomolécula, por ejemplo mediante anticuerpos, o por reconocimiento 
específico de residuos expuestos en su superficie (histidinas o cisternas). 
Estas alternativas, sin embargo, pueden reducir la resolución e introducen 
más variables al sistema, y acaso interferencias, de efectos no siempre 
inocuos ni controlables. 
 
Figura I.17. Desplazamiento de material. a1) Topografía de una muestra no 
empaquetada lateralmente. El perfil correspondiente queda afectado por el efecto de 
convolución de la punta y por el desplazamiento del material sobre la mica, debido a 
una adhesión lábil entre el sustrato  y las moléculas que ceden al empuje de la punta, 
como esquematizado en a2.  b1) Un empaquetamiento compacto de GroEL impide el 
desplazamiento lateral de las moléculas debido a la punta y garantiza una resolución 
lateral ya sólo condicionada por el diámetro final de la punta. La convolución de la 
punta se dará casi exclusivamente en los bordes de las “islas” empaquetadas, como 
muestra el esquema de b2. 
Asimismo, son comúnmente empleados agentes de fijación como el 
glutaraldehido o el formaldehído (este último específico para complejos 
nucleoproteicos) por su efecto estabilizador de las interacciones entre las 
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especies que forman un complejo y con ello de la estructura del mismo. No 
obstante se ha demostrado cuantitativamente su efecto rigidificador sobre 
la flexibilidad molecular (Schaap et al., 2006). 
 
Figura I.18. Condiciones de incubación vs empaquetamiento. I) Las imágenes 
muestran la máxima compacidad alcanzada para el empaquetamiento sobre mica de 
CCT (3h de incubación de proteína con una concentración final de 0.015mg/ml en 
Tris·HCl 10mM, pH 8.5, 5mM KCl, 5mM MgCl2, 10ºC), del termosoma (1h30 de 
incubación de proteína con una concentración final de 0.03mg/ml en Hepes 10mM, pH 
7.5, 20mM LiCl, 10mM MgCl2, Tªambiente), del que se muestra un barrido de 
condiciones de pH variable, y de GroEL (5-16h de incubación de proteína con una 
concentración final de 0.018mg/ml en Tris·HCl 10mM, pH 7.5, 50mM KCl, 50mM 
MgCl2, Tª ambiente). La adsorción y la difusión lateral son las responsables del 
empaquetamiento final, y el tiempo de incubación, la concentración de proteína y el 
medio de incubación (pH, fuerza iónica y naturaleza iónica) sus variables. II) Mapas de 
las cargas superficiales en la cara frontal de las tres chaperoninas. La distinta adsorción 
de cada especie, a iguales condiciones de incubación sobre la mica, se debe a las 
diferencias entre las distribuciones de cargas. Reconstrucciones de VMD a partir de los 
pdbs: 1oel de GroEL, 1a6d de Thermosome acidophilum y volumen de CCT de conejo, 
este último reconstruído y proporcionado por Paulino Gómez Puertas). III) 
Optimización del tampón de barrido, por variación de su pH, sobre una misma 
muestra de termosoma. (Imágenes de la misma muestra de termosoma, tomadas con 
una misma punta, en tampones de fuerza iónica constante (HEPES 10mM, 50mM 
MgCl2, 50mM LiCl )  y distintos pH). 
 
Una estrategia seguida para aumentar la resolución es la de 
distribuir las proteínas sobre el sustrato formando una monocapa 
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compacta, de manera que el empaquetamiento lateral conceda a las 
proteínas una mayor estabilidad mecánica ante las fuerzas del barrido de 
la punta (impidiendo el desplazamiento de los especímenes). De hecho, 
como se discutirá más adelante, con esta técnica la máxima resolución en 
muestras biológicas se ha obtenido en cristales bidimensionales de 
proteínas (~0.5nm) (Müller et al. 1997b, Fotiadis et al. 2004, Scheuring et al. 
1999, Seelert et al. 2003). 
 
 
 
Figura I.19. Confinamiento espacial sobre el empaquetamiento: a) Se ha explorado el 
efecto del confinamiento espacial sobre el empaquetamiento, incubando la proteína 
sobre un sustrato de mica con islotes de bicapa lipídica (a). b1) Fragmentos de bicapa 
lipídica (de fosfatidil glicerol, PG) adsorbidos sobre la superficie de la mica. b2) La 
mayor afinidad del termosoma por la mica provoca su confinamiento en una monocapa 
adsorbida directamente sobre las zonas desnudas de la mica. c) y d) Termosoma 
incubado sobre el sustrato de (b1). (La bicapa se formó por incubación sobre la mica de 
una solución de 0.5mg/ml PG en HEPES 10mM (pH 7.2), 20mM CaCl2, 0.1M NaCl 
durante 4h a Tª ambiente atmósfera húmeda. A continuación la bicapa es lavada con 
tampón de imagen: Hepes 10mM, pH 7.2, 10mM MgCl2. las condiciones de la 
deposición sucesiva del termosoma coinciden con las optimizadas para la mica no 
funcionalizada). 
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La forma más inocua de depositar la muestra sobre la superficie de 
la mica es por simple interacción electrostática. Jugando con las 
distribuciones superficiales de carga que ofrece este sustrato (modulables 
mediante la naturaleza y la concentración de los cationes del medio) se 
conseguió empaquetar las chaperoninas de una forma cuasi-compacta 
sobre la mica (Figura I.18), y se encontraron condiciones de incubación que 
inducen la adsorción de las proteínas con dos orientaciones diferentes 
sobre la mica (Figura I.20). La literatura recoge otros esfuerzos realizados 
para orientar macromoléculas en superficie (Daly et al., 2003; Pallandre et 
al., 2005). 
 
Figura I.20. Orientación sobre la superficie. Vistas laterales y frontales.  
Al disminuir la carga superficial de la mica (mediante su recarga con potasio en un 
paso previo a la incubación de la proteína) se observó un aumento en el número de 
chaperoninas que se adsorbían “lateralmente”. a) muestra de termosoma donde se 
observan las dos orientaciones, frontal y lateral. En a2 (la derivada de la imagen 
topográfica a1) se resaltan agrupaciones de vistas laterales.  b) Promedios 
bidimensionales de microscopía electrónica de la vista frontal (b1) y lateral (b2) del 
termosoma (imágenes facilitadas por Juan Gómez-Reino). c) La resolución de las 
imágenes de topografía es suficiente para diferenciar entre ambas orientaciones. 
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I.1.4. MOLÉCULAS INDIVIDUALES. Estadística.  
 
Décadas de investigación bioquímica han generado una gran 
cantidad de información, resultado del estudio promediado de un número 
enorme de moléculas o eventos (medidas de bulk realizadas sobre grandes 
poblaciones de especímenes). Las microscopías de campo cercano o de 
sonda, y otras técnicas como la fluorescencia FRET (transferencia resonante 
de energia por fluorescencia), las pinzas ópticas o las pinzas magnéticas, 
permiten caracterizar estructural y mecánicamente los especímenes, 
localizarlos y seguir sus trayectorias in vivo, y manipularlos a nivel de 
moléculas individuales, lo que abre un campo inmensamente amplio e 
interesante, que verifica y complementa toda la información acumulada 
por la investigación bioquímica.  
En los capítulos de Resultados y Discusión se mostrarán diversas 
distribuciones construidas a partir de los elementos individuales 
analizados con AFM y las conclusiones que se pueden extraer de los 
resultados estadísticos obtenidos a partir de ellas. Sirva como ejemplo la 
Figura I.10b.B, que muestra un promedio realizado sobre partículas 
ordenadas en un cristal bidimensional. La resolución lateral, ya optimizada 
por el orden del empaquetamiento (como se discute en el próximo 
apartado) se mejora hasta 1,2 nm. 
 
 
I.1.5. ALTA RESOLUCIÓN.  
 
1.5.a. Optimización de la sensibilidad. Cristales bidimensionales. 
La sensibilidad de la punta (Figura I.21b), el número de puntos 
registrados por línea (x, z) y de líneas en el eje Y, de píxeles finales de la 
imagen (de 8, 32, 64, 128, 256 ó 512), y el área total del barrido, definen el 
tamaño del intervalo más pequeño observable condicionando así la 
resolución lateral de la imagen.  
El límite de la resolución vertical está determinada por el 
movimiento vertical del escáner (en general <1Å), por la sensibilidad del 
sistema de detección óptico y por el ruido térmico de la micropalanca. El 
número de puntos muestreados en la dirección vertical, el rango elegido en 
Z, define igualmente el tamaño del cambio de altura más pequeño 
resoluble. El ruido del sistema es sin embargo el factor limitante principal, 
y procede de fuentes mecánicas, eléctricas y acústicas del entorno y del 
propio microscopio. Buscando optimizar la resolución debemos además 
minimizar la fuerza, para lo que contamos como variables modulables con: 
la sensibilidad de la micropalanca (Figura I.21a), el modo y los parámetros 
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de barrido, y el tampón, que define la interacción electrostática entre las 
superficies de punta y muestra.  
El cálculo de la fuerza realizada sobre la muestra se saca de la 
curva F-z registrada sobre un área “dura” (de k > kmicropalanca) de la 
superficie donde se garantice un régimen lineal tanto a la ida como a la 
vuelta:  
[F(nN) = setpoint (V) · factor de sensibilidad (nm/V) · k (nN/nm)] 
donde el factor de sensibilidad (nm/V) viene dado por la pendiente de la 
curva, y el setpoint es la deflexión fijada como origen de voltaje. 
 
 
Figura I.21. a) Constante de la micropalanca. Micropalancas empleadas (de la casa 
Olympus, Japón),  de baja constante de fuerza. b) Poder resolutivo de la punta. La 
sensibilidad de la punta depende del radio de curvatura de su extremo y de su 
capacidad de penetración (definida por los ángulos de las paredes del extremo). La 
punta deberá ser siempre menor que el objeto que se pretende resolver. De ahí que el 
desarrollo de las puntas siempre haya buscado hacerlas cada vez más afiladas (1-3) e 
incluso se hayan colocado en su extremo sondas aún más finas como “nanomuelles” (4) 
de 20nm de diámetro y 1 μm de longitud (www.innovations-report.de) y nanotubos de 
carbono, de 1-2 nm de diámetro soldados o crecidos directamente sobre ellas (5). 
 
La fuerza aplicada en medio líquido por una micropalanca de alta 
sensibilidad (de constantes de fuerza en torno a 0,05-0,76 N/m) queda en 
la escala de los [pN-nN]. La fuerza más pequeña aplicada en este trabajo 
fue de 20 pN. Dicha fuerza, aplicada de forma intermitente sobre las 
chaperoninas resultó ser, sin embargo, excesiva para su caracterización, 
pues lograba romper la interacción entre los anillos haciendo desaparecer 
con frecuencia el anillo superior de la estructura (Figura I.22) entre dos 
                                                                                                        I.1. Introducción 
 45 
barridos consecutivos. Este efecto era mayor sobre las muestras de GroEL 
y CCT que sobre las de Termosoma (procedente de una arqueobacteria 
hiperextremófila que crece a 110 °C, y por tanto más resistente). Al añadir 
nucleótido al medio el efecto de eliminación de un anillo en los tres 
especímenes  aumentaba de forma drástica. 
 
 
Figura I.22. Resolución topográfica y fuerza. a) La interacción entre los dos anillos de 
GroEL es bastante lábil y el barrido en condiciones de mínima fuerza sobre una 
muestra de estas chaperoninas empaquetadas lateralmente no siempre previno su 
“decapitación”, perdiéndose ya en el primer barrido el anillo superior. b) Esquema de 
la “decapitación” de GroEL.  c) muestra el efecto de sucesivos barridos sobre un mismo 
área de una muestra de GroEL empaquetada lateralmente. La pérdida del anillo 
superior se manifiesta en los histogramas de alturas de cada imagen, inicialmente con 
un sólo máximo a la altura de la GroEL entera (~14nm, ver perfil a2) y más tarde con 
dos máximos, el segundo correspondiente a la altura del anillo sencillo (~7nm). d) 
muestra cómo se van “decapitando” las moléculas individuales al barrer sucesivamente 
sobre la misma línea (x, y0) de la muestra. La flecha corresponde a la evolución del 
perfil de esta línea imagen a imagen, con lo que representa también la coordenada 
tiempo. Las moléculas de GroEL que inicialmente están completas van perdiendo 
primero su anillo superior despegándose después de la mica hasta que ésta queda casi 
totalmente limpia. 
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En la Figura I.18.III se muestra un estudio en el que se buscaba 
optimizar el tampón de barrido. Se encontró que una fuerza iónica de 
150mM (50mM XCl, 50mM XCl2) y un pH de 8.0 eran adecuados para la 
toma de imágenes sobre las muestras de termosoma (resolvían la 
superficie con mayor nitidez).  
 
Figura I.23. Imágenes tomadas con las condiciones de barrido encontradas como 
“óptimas”, a 20-25 pN de fuerza promedio. Se observan especímenes “decapitados” 
(con un sólo anillo) en las muestras de las tres especies de chaperoninas. 
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El efecto descrito de “descabezamiento” del doble anillo ha 
constituido el principal escollo del estudio de estas muestras mediante 
AFM y el motivo por el que este trabajo no llegó a culminarse. Impedía 
alcanzar la resolución necesaria para caracterizar los cambios 
conformacionales, el objetivo del trabajo. En las publicaciones de todos los 
grupos que hasta ahora habían abordado las chaperoninas (el sistema de 
GroEL) mediante AFM mencionan este efecto como punto problemático 
para el que aún no se ha logrado encontrar una solución definitiva (Mou et 
al., 1996; Viani et al., 2000; Valle et al., 2001; Valle 2003; Yokokawa et al., 
2006). La labilidad de la interacción entre los anillos con el paso de la punta 
tiene como única solución la operación en condiciones de fuerza aún 
menores. 
 
 
Figura I.24. Cristales bidimensionales. Intento de cristalización de GroEL. Jugando con 
la fuerza iónica del tampón y con los tiempos y temperatura de incubación se logró un 
empaquetamiento cuasi-cristalino de GroEL. En las imágenes se observan dominios 
ordenados cuyas transformadas de Fourier denotan cierto grado de ordenamiento.  
 
Los cristales bidimensionales, además de un empaquetamiento 
lateral compacto, tienen una simetría que permite promediar (lo que 
mejora la relación señal/ruido) y obtener, gracias al promediado otro tipo 
de información (Scheuring et al. 2007) como mapas de flexibilidad y de 
hidrofobicidad (de distribución de cargas) de la superficie (Fig. 10). La 
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dificultad radica en encontrar las condiciones de cristalización. El caso más 
sencillo lo ofrecen las proteínas de membrana que, una vez unidas a un 
soporte lipídico, tienden a difundir y a organizarse ordenadamente. 
 
 
Figura I.25. Cristales bidimensionales de la proteína Annexina V (muestras prestadas 
por Nikolai Buzinski, del grupo de A. Brisson (Burdeos, Francia). Esta proteína de 
membrana forma cristales bidimensionales sobre bicapas lipídicas con simetría p6 
(Reviakine et al., 2000). Las imágenes muestran efectivamente esta simetría y 
ejemplifican la ganancia en resolución aportada por los cristales 2-D. 
 
 
1.5.b. Artefactos de las medidas 
 
 
Además de la aparición mencionada de ruido durante el registro de 
las imágenes, y del problema ya discutido de la convolución de la punta, existe 
otro tipo de artefactos típicos introducidos por el piezo o por la punta que 
paso a describir: 
El efecto de deriva (drift) del piezoeléctrico se traduce en imágenes 
como las de la Figura I.26a, donde, bien en la dirección X o en la Y, se 
producen saltos en el barrido, de forma que los orígenes de dos líneas 
consecutivas de la imagen están desplazados uno respecto del otro, resultando 
deformadas las formas de la topografía, alongadas o estrechadas. Se trata de 
una deriva del scanner, en ocasiones debido a una inestabilidad térmica, en 
otras debido a la aplicación brusca de un offset, de un cambio en las 
coordenadas del centro del área barrida. Dicho cambio de coordenadas lo debe 
realizar el propio piezoeléctrico, reaccionando a un voltaje externo, y aunque 
lleva a cabo inicialmente la mayor parte del desplazamiento, el ajuste fino se 
produce después. Tras un período variable el piezoeléctrico se reestabiliza y 
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continúa barriendo normalmente. Las imágenes de las Figuras I.26 b-d 
muestran un catálogo de distintos artefactos provocados por la punta. 
Se habla de “efecto punta” cuando ésta tiene una geometría distinta a 
la ideal (puntual) sea por desgaste o mala fabricación, sea por tener adherido 
algún material contaminante. El resultado son imágenes donde todas las 
rugosidades de la superficie muestran idéntica forma (la de la punta que las 
perfila) en lugar de su morfología propia (Figura I.26b).  
Se habla igualmente de “punta doble o múltiple” cuando la punta 
presenta más de una terminación con las que tocar la superficie, generando 
perfiles múltiples de cada relieve de la superficie. (Ilustro este caso con una 
imagen de una muestra con DNA, (Figura I.26c) donde es claro el efecto de 
punta múltiple). 
Otro artefacto típico es el de contaminación de la punta con la propia 
muestra, generalmente reversible. Alguna molécula de la superficie 
interacciona lábilmente con la punta y la imagen pierde resolución hasta que 
se despega la contaminación (Figura I.26d) apareciendo líneas y saltos, sea 
después de varios barridos de la misma área, sea después de hacer oscilar la 
micropalanca en modo dinámico una vez separada de la superficie. 
 
 
Figura I.26. Artefactos de la imagen 
 
 
1.6 TÉCNICA DINÁMICA. ESPECTROSCOPÍA DE FUERZAS. 
 
1.6.a. Indentación. Nanomanipulación 
 
Las curvas de fuerza (F-z) vistas en el epígrafe 1.1.3 se pueden 
transformar en “curvas de indentación” (F-Δz) que representan la fuerza 
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requerida para atravesar la muestra a cada distancia Δz de la mica. Esta 
fuerza está relacionada con la distribución de masa de la muestra. 
 
 
Figura I.27. Definición de la curva de indentación 
 
La indentación “Δz” se calcula como la diferencia de las alturas de 
muestra y sustrato (en este caso: de la proteína y la mica) a una fuerza 
dada (Figura I.27).  La adhesión no nula señalada en la curva de retracción 
de la F-z indica que aún queda material cuando se retira la punta.  El 
experimento (Figura I.28) consiste en seleccionar un espécimen de 
orientación inequívoca y registrar una F-z sobre él, eliminándolo. De la 
curva de indentación resultante es posible inferir su distribución de masas 
y, si se conoce previamente la estructura, deducir o confirmar la 
orientación sobre el sustrato (Figura I.29).  
 
Figura I.28. Se selecciona un espécimen de orientación inequívoca (a1) y se registra una 
F-z sobre él, eliminándola (a2). La curva de fuerza se transforma en una “curva de 
indentación” según la operación descrita en la Figura I.27. 
 
La pendiente de la región lineal de la curva de indentación, 
señalada como “1” en la figura I.29.c1 y como “2” en la figura I.29.c2, 
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proporciona el valor de la constante elástica de la muestra, en este caso de 
la chaperonina por su costado lateral (c1) y frontal (c2).  
 
 
Figura I.29. a) Representación fuera de escala de la punta aproximándose a una 
chaperonina dispuesta tumbada (a1) o verticalmente (a2) sobre la mica, lo que dará una 
vista bidimensional “lateral” o “frontal” como las mostradas en b2 y b1 
respectivamente. b) promediados bidimensionales realizados a partir de micrografías 
de microscopía electrónica del termosoma. c) Las curvas de indentación muestran 
perfiles distintos y reproducibles para cada orientación, coherentes con la estructura de 
la chaperonina dispuesta sobre la superficie según una orientación concreta. Los 
números en c1 y c2 indican distintos dominios de la curva, con comportamientos 
elásticos (1 y 2) o inelástico (3), y las flechas en b1 y b2 permiten correlacionar cada 
régimen distinto con la región indentada correspondiente. Las constantes elásticas de 
las caras lateral y frontal del termosoma sacadas de la pendiente de esta curva son  
~0,11±0,05 N/m y ~0,09±0,01 N/m respectivamente (N=12). 
 
 
De la comparación de las curvas de indentación tomadas en 
muestras distintas pueden inferirse, por ejemplo, cambios 
conformacionales de la proteína en presencia de nucleótidos (Figura I. 30a) 
o la presencia de un sustrato en la cavidad, reflejados por cambios en el 
perfil de la curva, cuya pendiente está relacionada con la rigidez del 
material o con la distribución de su masa. 
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Figura I.30. a) y b) representan curvas de indentación registradas sobre 
termosomas dispuestos verticalmente sobre la mica (como en el esquema de la 
Figura I.29a2), en presencia y ausencia de nucleótido no hidrolizable (AMP-PNP) 
respectivamente. Comparando las curvas se observa un cambio sutil en los perfiles 
(rotura más abrupta en presencia de nucleótido) y en la fuerza necesaria para 
penetrar la primera masa de la chaperonina, hacia la cavidad central (~0,4nN 
menor en los termosomas con nucleótido). Esto es coherente con un cambio 
conformacional, donde las cavidades internas se abren lateralmente y la estructura 
ofrece una menor resistencia ante la indentación de la punta.   
 
La espectroscopía de fuerzas además de como técnica analítica 
(Carrasco et al. 2008) se ha empleado igualmente como herramienta de 
manipulación de las muestras diseccionando (“nanodiseccionando”) 
proteínas o eliminando subunidades concretas (Scheuring et al., 2003; 
Gonçalves et al., 2006).  
 
 
1.6.b. Interacciones intra e inter-moleculares. 
 
Existen otras dos aplicaciones de la espectroscopía de fuerzas. La 
primera estudia las curvas de fuerza de estiramiento de un espécimen que 
esté anclado tanto al sustrato como a la punta, para resolver la intensidad 
de las interacciones intramoleculares que sostienen su estructura conforme 
va siendo desplegado (Figura I.31a). La segunda emplea las curvas de 
fuerza entre dos especímenes, uno depositado sobre el sustrato y el otro 
sobre la punta, para caracterizar las interacciones intermoleculares entre 
ellos (Figura I.31b) (Willemsen et al., 2000; Kienberger et al., 2000).  
Con la primera de estas aplicaciones se ha caracterizado el 
plegamiento de proteínas con una gran resolución, permitiendo trazar las 
trayectorias de desplegamiento y re-plegamiento dentro de un mapa de 
energía de la reacción modelizado (Schwaiger et al., 2005; Janovjak et al., 
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2004; Carrión-Vázquez et al., 2006). Con la segunda se han logrado estudiar 
por ejemplo interacciones antígeno-anticuerpo (Hinterdorfer et al., 1998). 
 
Figura I.31. Espectroscopía de fuerzas. Análisis de interacciones inter e 
intramoleculares. Esquema extraídos de (Schwaiger et al., 2005) a1), (Brujic et al, 2007) 
a2) (Hinterdorfer et al., 1998) b) (Hinterdorfer & Dufrêne, 2006) c). 
 
 
Ambas aplicaciones requieren generalmente la funcionalización 
previa de las puntas y del sustrato, en caso de que se precise una fijación 
química y no sólo electrostática sobre sus superficies. Existen numerosos 
protocolos de funcionalización que incluyen una amplísima batería de 
moléculas orgánicas. En muchos de ellos la punta se recubre con oro para 
que tenga lugar su unión con el extremo mutado de la proteína que se va a 
estirar (vía el grupo tiol de una cisteína) o con pequeñas moléculas lineales 
(que hacen de puente de unión, linkers) con un patrón de estiramiento 
conocido a las que por el otro extremo se unen los especímenes de estudio 
directamente o mediando entre ellos otros polímeros espaciadores (Figura 
I.31c). Otros grupos reactivos empleados son los amino cuando la punta es 
de Silicio o de Nitruro de Silicio. En el experimento de análisis dinámico 
del reconocimiento antígeno-anticuerpo representado en la Figura I.31b, la 
punta se une a un linker que a su vez se une a un anticuerpo, que a su vez 
(al aproximarse el conjunto a la muestra para registrar una curva F-z) 
encuentra un antígeno sobre la mica con el que interaccionar.  
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1.7. NUEVAS APLICACIONES DEL AFM.  
 Resolución temporal. Simulación in vitro de mecanismos biológicos.  
 
 
Figura I.32. Reproducción in situ del ciclo funcional completo de una chaperonina. 
Diseño del experimento. 
 
 
El AFM permite observar in situ procesos biológicos que ocurren 
en una escala de tiempos más lenta que la de la toma de imágenes, puesto 
que las condiciones casi fisiológicas en las que opera conserva la actividad 
de las biomoléculas. Si se trata de procesos que implican cambios 
estructurales éstos deberán ser superiores al límite de la resolución del 
microscopio (~1nm). Así, por ejemplo, se ha inducido in vivo la formación 
de cilios en células y observado en tiempo real la formación y crecimiento 
de los axonemas en la membrana celular (Seixas et al. 2003), o se han 
monitorizado en tiempo real la interacción entre antibióticos y membranas 
(Berquanda et al 2004) y la síntesis y degradación de un polímero proteico, 
el filamento de FtsZ, en presencia de GTP (Mingorance et al. 2005, Hörger 
et al. 2008). 
 
Han proliferado los montajes experimentales que combinan el 
AFM con la microscopía óptica, de fluorescencia, permitiendo observar un 
mismo proceso a escalas nano y micrométrica. Por ejemplo recientemente 
se ha descubierto el mecanismo por el que una bacteria, la Shewanella 
oneidensis, extrae el oxígeno de óxidos metálicos como el Fe2O3 (Lower et al 
2009). La bacteria expresa citocromos en su membrana exterior de forma 
que contactan directamente con el óxido. La punta del AFM, 
funcionalizada con anticuerpos, detectó la aparición de citocromos en la 
superficie bacteriana mientras que la microscopía óptica determinaba la 
localización de la bacteria sobre el mineral “nutriente”.  
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Entre las varias invenciones que han surgido recientemente 
inspiradas en el AFM quisiera resaltar la SICM (Scanning Ion Conductance 
Microscopy), una microscopía que emplea una nanopipeta como punta 
(Figura I.33a) con la que se puede caracterizar en medio líquido y 
condiciones muy suaves, de no-contacto, la topografía de la superficie de 
células vivas alcanzando resoluciones del orden de los nm (Figuras I.33 
d,e). El circuito de feedback que controla la distancia pipeta-muestra se basa 
en la corriente iónica entre un electrodo situado dentro de la pipeta y otro 
electrodo en la celda líquida con lo que se pueden inyectar de forma muy 
controlada soluciones o especímenes con las que manipular o modificar la 
superficie o inducir cambios en ella (Sánchez et al. 2007), y estimular 
mecánicamente las células y medir las corrientes iónicas generadas 
intracelularmente o en la membrana (experimentos simultáneos de 
electrofisiología).  
 
 
 
Figura I.33. a) esquema del SICM, que cuenta con un amplificador de la corriente iónica 
(I), un escáner (II), un sistema de piezoeléctricos para mover la nanopipeta sobre la 
muestra (Z↕),  y la propia nanopipeta (en el recuadro) de cuyo radio interno depende la 
resolución final. b) imagen de SICM de un espermatozoide. c) imagen de mayor 
resolución tomada de la región recuadrada en a). d) y e) son imágenes de la misma 
región registradas a distintos tiempos donde se observan zonas estables ante los 
cambios inducidos durante el experimento. (Imágenes extraídas de Shevchuk et al. 
2006).  
 
Los intentos de aumento de la resolución espacial con nuevas 
sondas (más penetrantes y de menor radio final) y, sobre todo, de la 
resolución temporal del microscopio, de la velocidad del barrido, (con 
feedbacks electrónicos más rápidos), están ya generando resultados 
sorprendentes (Ando et al. 2006, Crampton et al. 2007) que abren el 
apasionante campo de la observación en tiempo real de los mecanismos 
descubiertos y descritos por la Bioquímica. 
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I.2. La regulación de la transcripción 
 
 
La expresión génica es el proceso por el cual se descodifica la 
información genética contenida en la secuencia del ADN (transcripción) y 
se generan las proteínas en ella codificadas (traducción). 
La transcripción engloba la lectura del ADN y la generación de 
una copia en ARN (transcrito). Ambas funciones las realiza la proteína 
ARN-polimerasa (ARNp), un motor molecular que reconoce el 
“promotor”, la secuencia señal que marca el comienzo de la región que va 
a transcribir (etapa de “preiniciación”). Una vez situada, copiando la 
cadena molde del ADN, traduce dicha secuencia a ARN-mensajero 
mediante la formación de enlaces fosfodiéster entre ribonucleótidos 
trifosfato del medio (etapas de “iniciación” y “elongación”), hasta dar con 
la secuencia terminadora (etapa de “terminación”). La posterior traducción 
del transcrito en forma de proteínas tiene lugar en el ribosoma.   
La unión de la ARNp al promotor da lugar al denominado 
“complejo cerrado” (Figura I.34a), y éste es seguido por el “complejo 
abierto” (Figura I.34b) en el que la polimerasa cambia de conformación 
para separar las dos hebras del ADN y permitir así el acceso de los 
ribonucleótidos y la formación del ARN mensajero. (El calificativo de 
“cerrado” o “abierto” se refiere al estado de la hélice del ADN).  
 
 
 
Figura I.34. Modelo de la estructura de los complejos cerrado (a) y abierto (b) formados 
por la ARN-polimerasa y el ADN (adaptada de Murakami et al., 2002).  
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2.1. Transcripción en procariotas. La RNA-polimerasa, máquina 
transcriptora. 
 
Los genomas bacterianos contienen del orden de 4000 genes (y más 
de 2000 promotores), y cuentan con una compleja maquinaria de 
regulación de su expresión. La regulación empieza ya a nivel de la propia 
ARN-polimerasa (Figura I.34), pues su estructura cuenta con un 
multímero invariable (el core) y con una subunidad responsable del 
reconocimiento específico de los promotores, el “factor σ”, que es 
intercambiable en función de las necesidades ambientales o del tipo de 
promotor que va a reconocer (Murakami et al., 2002).  
El core (~400 KDa) aloja el centro activo donde tiene lugar toda la 
actividad catalítica. Está compuesto por cinco subunidades (los 
polipéptidos α, α, β, β´ y ω) que conforman los canales por los que pasa el 
ADN, la cavidad catalítica (en β y β´) y que ayudan a anclar el conjunto 
directamente al ADN o interaccionando con proteínas reguladoras unidos 
a éste. Esta última función la realiza concretamente el dominio C-terminal 
de la subunidad α (α-CTD), con alta afinidad por las secuencias ricas en 
A/T que constituyen el “UP element”, un elemento extra que contienen 
algunos promotores y que favorece su reconocimiento, localizado en una 
región anterior a la transcrita. La estructura de las subunidades α presenta 
dos dominios unidos por una cadena flexible de ~20 aminoácidos. Un 
dominio N-terminal (α-NTD) unido al core y, en el extremo opuesto, un 
dominio α-CTD (señalado en la Figura I.34.b) diana típica de muchos 
factores reguladores  de la transcripción. 
El factor σ reconoce secuencias específicas del promotor y su 
intervención en la etapa de iniciación de la transcripción es esencial. 
Constituye además la otra diana importante para los factores de 
transcripción. La subunidad σ más abundante en la bacteria es la 
“primaria” o “vegetativa” (σ70 en E. coli) mientras que las minoritarias son 
generadas como respuesta a una situación concreta. Están formadas por 
cuatro dominios de secuencias muy conservadas. Dos de ellos, el σ2 y el σ4, 
reconocen los dos elementos principales del promotor: los hexámeros “-
10” y “-35” del ADN (posiciones contadas con respecto al sitio “+1” de 
inicio de la transcripción). Estos dos elementos, muy bien conservados, son 
los reconocidos por las subunidades σ vegetativas. Corresponden a las 
secuencias consenso: -12TATAAT-7 y -35TTGACA-30 respectivamente y se 
encuentran separados por un óptimo de 17 pb (de secuencia no 
conservada).   
Los otros dos elementos de secuencia identificados como parte del 
promotor (estos ya no tan conservados) son el ya mencionado “elemento 
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UP” que reconocen los dominios α-CTD (formado por unas 20 pb situadas 
entre las posiciones -40 y -60), y la “región -10 extendida” que reconoce el 
dominio σ3 y que consiste en un dinucleótido 5´TG3´ localizado en las 
posiciones -14 y -15 (Figura I. 34).   
La Figura I.35 muestra un esquema simplificado del complejo 
formado por la ARN-polimerasa y el ADN, en el que se detallan las 
subunidades α (con sus dominios N y C-terminales), β y β´ del core y los 
dominios del factor σ (σ1 σ2 σ3 σ4) de la polimerasa y los elementos de 
reconocimiento de un promotor canónico (cajas -10 y -35, dinucleótido TG 
en la región entre ellas y el “elemento UP”). 
 
 
Figura I.35. Esquema simplificado del complejo formado por la ARN-polimerasa y el 
ADN (Figura tomada de Browning y Busby, 2004).  
 
 
2.2. Regulación de la transcripción 
 
La regulación de la expresión del material genético de las bacterias 
es enormemente efectiva: producen la cantidad correcta de proteínas en el 
momento apropiado. A pesar de que los mecanismos de regulación actúan 
sobre cada una de las etapas de la transcripción, la gran mayoría lo hacen 
sobre la etapa de iniciación (de reclutamiento de la polimerasa y formación 
de los primeros enlaces fosfodiéster), dada la poca disponibilidad en el 
medio de ARNp libre y la producción limitada de factores σ. Estos 
mecanismos, y más concretamente aquéllos en los que intervienen los 
factores de transcripción, son los que se estudian a lo largo de esta tesis. 
 
La eficiencia de un promotor depende de cuán parecida sea su 
secuencia a la secuencia consenso, y esta similitud es ya por sí misma un 
medio de modulación de la transcripción. Los promotores con secuencias 
alejadas de la consenso suelen requerir la presencia de activadores que 
favorecen su reconocimiento, por aumento de la afinidad. Otra forma de 
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regulación la ofrece la alternancia entre factores σ distintos de la ARNp, 
cada uno adaptado a un tipo de promotores. Además, la unión puntual de 
pequeños ligandos a la propia polimerasa puede modular su actividad 
transcriptora. 
Los factores de transcripción son proteínas que regulan la 
transcripción, activándola o reprimiéndola (Browning y Busby, 2004; Rojo, 
2001). Puesto que hacen de intermediarios entre la expresión génica y las 
señales ambientales, su producción o su actividad deben ser asimismo 
controladas. La modulación de su actividad se realiza por la unión de 
pequeños ligandos que afectan a su afinidad por el ADN, por modificación 
covalente, o controlando su concentración local, determinada a su vez por 
su expresión o por su proteólisis) como es el caso de las proteínas llamadas 
“nucleoideas” que polimerizan en torno al genoma (como H-NS de E. coli). 
A lo largo de esta tesis se estudian ejemplos de dos de estos mecanismos: 
regulación por unión de pequeños ligandos, concretamente por unión de 
tolueno y otros ligandos (el caso del factor TtgV estudiado en el capítulo 
IV.1), por fosforilación (el caso del factor TodT estudiado en el capítulo 
IV.2, que es fosforilado por la quinasa TodS), por unión de Benzoil-CoA (el 
caso del factor BzdR estudiado en el capítulo IV.3), y regulación por 
control de concentración local (p6 de Ø29, capítulo IV.4). 
Ciertos factores de transcripción actúan como activadores y como 
represores en un mismo organismo, en función del promotor. Un mismo 
factor de transcripción puede actuar simultáneamente como activador de 
un promotor y como represor de un segundo promotor contiguo (como es 
el ejemplo del factor p4, capítulo IV.4). Algunos factores de transcripción 
son específicos de un promotor concreto, mientras que otros, como por 
ejemplo los factores Fis, IHF, FNR, CRP de E. coli, participan en la 
regulación de una gran cantidad de genes. Algunos de estos factores 
intervienen en la compactación de la estructura del ADN, uniéndose de 
forma inespecífica o en ocasiones con cierta especificidad, y curvando la 
cadena. Éste es el caso de proteínas nucleoideas como H-NS, Hu, Fis o IHF 
de E. coli (McLeod et al., 2001; Van Noort et al., 2004; Dame, 2005a), y de p6 
de Ø29, capítulo IV.4). 
En algunos promotores la regulación la lleva a cabo un único factor 
de transcripción (ejemplo del represor TtgV del capítulo IV.1) que es a su 
vez modulado directamente por las señales ambientales (en ese caso por la 
aparición de hidrocarburos aromáticos tóxicos). La regulación en estos 
casos pasa por la modificación local de la conformación del ADN o por la 
interacción directa con la RNAp. Las Figuras I.36 y I .37 describen los 
distintos mecanismos por los que un único factor puede ejercer su función 
activadora o represora.  
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Figura I.36. Mecanismos de activación. Existen tres tipos generales de activación. a) En 
la activación de Clase I el activador se sitúa en una región anterior al promotor y 
recluta o estabiliza a la RNAp vía sus dominios α−CTD (ejemplo de proteínas como Fis 
de E. coli; McLeod et al. 2002). b) En la activación de Clase II el sitio de unión del 
activador solapa con la caja -35 y estabiliza a la RNApolimerasa en el promotor por 
interacción con su dominio σ4. Este tipo de activadores suelen aparecer en promotores 
con una caja -35 de secuencia muy alejada del consenso. (Es el caso del promotor PN de 
Azoarcus presentado en el apartado 4.1.3, que requiere del activador AcpR para su 
transcripción). c) En el tercer tipo de activación el activador induce un cambio 
conformacional en la estructura del promotor para facilitar su interacción con la RNAp. 
d y e muestran ejemplos de la actuación simultánea de dos activadores. d) muestra 
cómo un “activador secundario” promueve el contacto de la RNAp con el “activador 
primario”, flexiona el ADN y estabiliza el complejo [RNAp-promotor]. La función que 
realiza aquí el “activador primario” es característica de factores como Fis, HU o IHF de 
E. coli (McLeod et al., 2002; Kar et al. 2001). e) muestra un ejemplo de dos activadores 
actuando conjuntamente para estabilizar el complejo de iniciación, uno de Clase I y el 
otro de Clase II, ejemplo de los activadores Fis y CRP de E. coli en el promotor proP 
(McLeod et al., 2002)   (Figura adaptada de Browning y Busby, 2004).  
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Figura I.37. Mecanismos de represión. Los tres mecanismos generales de actuación de 
un represor son: a) Por impedimento estérico (imposibilitando directamente la unión 
de la polimerasa al promotor o entorpeciéndola), puesto que el sitio de unión del 
represor está muy próximo o solapa con el promotor. b) Encerrando el promotor en 
una estructura tipo loop (ejemplo similar al encontrado en el sistema de Ø29, del 
capítulo IV.4) o impidiendo que evolucione el complejo de iniciación (ejemplo de la H-
NS de E. coli que hace de puente entre los fragmentos de ADN a ambos lados de la 
polimerasa, aislándola (Shin et al. 2005), por unión múltiple del represor en los 
extremos del promotor. c) anulando la acción del activador (ejemplo de los represores 
estudiados: TodT de Pseudomonas putida (capítulo IV.2) y BzdR de Azoarcus (capítulo 
IV.3), que anulan la activación de IHF y de AcpR respectivamente). (Figura adaptada 
de Browning y Busby, 2004).  
 
La mayoría de los mecanismos de regulación implican sin embargo 
la participación combinada de varios factores, independientes entre sí o 
que por el contrario se unen al ADN de forma cooperativa. Con esta 
estrategia se alcanzan un grado de sutileza en la respuesta ante una señal 
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externa y una eficiencia de la regulación mayores. En estos casos el 
complejo nucleoproteico resultante presenta estructuras tridimensionales 
más complicadas, por ejemplo: superestructuras de tipo lazo (loop) o de 
tipo horquilla (hairpin), indicio de una regulación más compleja, 
tridimensional. Los capítulos IV.2, IV.3 y IV.4, muestran tres ejemplos de 
este tipo de sistemas complejos.  
 
 
2.3. Técnicas empleadas en el estudio de los mecanismos de regulación. 
 
El abordaje del estudio de los mecanismos de regulación 
transcripcional se lleva a cabo mediante la integración de información 
dinámica, termodinámica, estructural y funcional proveniente de diversas 
técnicas bioquímicas y biofísicas (Travers Ed. 2000). Las técnicas 
habitualmente empleadas son las siguientes:  
Técnicas bioquímicas: Ensayos de retardo en gel (EMSA), ensayos 
de footprinting de proteínas en el ADN y ensayos de transcripción. 
Técnicas biofísicas: Ultracentrifugación analítica (UCA), 
Calorimetría isotérmica de valoración o titulación (ITC, Isothermal titration 
calorimetry), y dentro de éstas: 
Técnicas estructurales: Microscopía Electrónica, cristalografía de 
Rayos X, estudios de modelización de la estructura por alineamiento con 
estructuras de sistemas similares. 
Técnicas de moléculas individuales: AFM, técnicas de florescencia 
como la Microscopía de fluorescencia de Reflexión Interna Total (TIRFM) 
(Gorman et al., 2008) y la transferencia de energía de resonancia 
fluorescente (FRET) (Kapanidis et al., 2006), pinzas ópticas y magnéticas 
(Bai et al., 2006; Herbert et al., 2006). 
Modelización teórica: modelos termodinámicos cuantitativos para 
la predicción estructural del complejo (SantaLucia et al., 2004; Saiz et al., 
2006), simulación computacional para el análisis de las secuencias de unión 
de factores de transcripción (Sarai et al., 2005), etc. 
En los capítulos de resultados, y especialmente en el IV.3, sobre el 
sistema de regulación de la bacteria Azoarcus en condiciones anaeróbicas, 
(en su epígrafe de antecedentes bioquímicos), se presentarán cada uno de 
los datos estructurales y bioquímicos de partida, especificando la técnica 
de la que han sido concluidos.  
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2.4. Aportación del AFM al análisis de los mecanismos de regulación. 
 
Las propiedades funcionales de una molécula están directamente 
relacionadas con su estructura y afectadas por ella. Así la estructura del 
ADN y los cambios que sufre por la acción de agentes externos (en este 
caso por los factores de transcripción) determinan su expresión (Calladine 
et al., 2004).  
La principal ventaja del AFM sobre otras técnicas es, de nuevo, la 
posibilidad de operar en líquido, permitiendo incluso observar la dinámica 
de los procesos. Además, llega a detectar proteínas muy pequeñas 
superando la resolución límite de la microscopía electrónica, y por tanto es 
clave en la caracterización de complejos nucleoproteicos de tamaño mayor 
al más grande cristalizable y menor que el más pequeño resoluble por ME. 
Revisiones como las de Hansma (2001), Rivetti y Guthold (2003) y 
Dame et al. (2003, 2005a), demuestran el creciente empleo del AFM en el 
campo de la regulación de la transcripción, que genera información que no 
es sólo de naturaleza estructural.  
Por ejemplo, mediante AFM se ha estudiado el reconocimiento de 
sitios de unión (Yokota et al. 1998; Moreno-Herrero et al. 2001; Sorel et al. 
2006), se han determinado constantes de afinidad (Yang et al. 2005) y 
ángulos de flexión inducidos por la ARN-polimerasa en un complejo 
abierto (Rees et al., 1993) y por los factores de transcripción: Fis (Zhang et al. 
2004), Hu (Van Noort et al. 2004), IHF (Seong et al. 2002; Dame et al, 2005b) 
y energías de flexión del ADN (Erie et al., 1994). 
Asimismo se ha caracterizado mediante AFM la conformación 
espacial del ADN inducida por los factores de transcripción LacR (Wong et 
al., 2008) y H-NS (Dame et al., 2001) o por la ARN-polimerasa en los 
complejos de transcripción (Rivetti y Guthold et al., 2003). Sobre estos 
últimos se ha analizado mediante AFM el reconocimiento de los 
promotores de la ARNp (Cellai et al., 2007), su difusión por el ADN 
(Guthold et al., 1999), los eventos de colisiones entre polimerasas en 
transcripción convergente (Crampton et al., 2006; Gibson et al., 2005) e 
incluso se ha observado in situ la polimerasa caminando sobre el ADN 
(Kasas et al., 1997) y transcribiendo el ADN, generando la copia de ARN 
(Rivetti et al., 2003).  
Ascendiendo un escalón en la complejidad se han caracterizado 
también complejos ternarios, formados por un fragmento de ADN y dos 
factores de transcripción distintos -como son IHF y LacI (Zurla et al., 2007) 
y GalR y Hu (Lyubchenko et al., 1997)- y formados por un fragmento de 
ADN, la ARNp y un factor de transcripción, en este caso:  H-NS (Shin et al., 
2005; Dame et al., 2002), NtrC (Rippe et al., 1997) o Fis (Maurer et al., 2006). 
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El siguiente escalón, el de los complejos cuaternarios, aún no ha 
sido superado. En este trabajo se mostrarán los resultados obtenidos de la 
caracterización de un complejo cuaternario formado por un fragmento de 
ADN, la ARNp y dos factores de transcripción distintos, las proteínas p4 y 
p6, del bacteriófago Ø29. 
La mayoría de los trabajos citados realizan las medidas en aire, tras 
depositar las muestras en un sustrato de mica y después eliminar la 
solución en que estaban disueltas. Esta forma de operar simplifica 
enormemente las medidas con respecto al trabajo en medio líquido. 
Reduce la proteína libre que queda sobre la superficie, lo que genera 
imágenes de resolución igual o mayor que la obtenida en medio líquido 
(uno de los grandes problemas que afectan al análisis de estas muestras). 
Sin embargo los resultados estructurales sobre estos complejos pierden 
relevancia biológica al privarlos del medio fisiológico y siempre habrá que 
cotejarlos con su correspondiente resultado en medio líquido. En este 
trabajo se ha optado por realizar la mayor parte de los experimentos en 
líquido, restringiendo las medidas en aire a un experimento de 
comprobación (de la estructura de un complejo nucleoproteico regulador 
de la transcripción del virus Nf) y a la búsqueda de mejor resolución en la 
caracterización del sistema más complejo estudiado (el complejo 
nucleoproteico cuaternario de Ø29). 
 
En esta tesis se han estudiado cuatro sistemas distintos presentados 
por separado en la sección de Resultados. Cada uno de los sistemas 
estudiados es introducido en su correspondiente capítulo. De cada uno de 
ellos se presentan y analizan las estructuras encontradas y se proponen 
modelos funcionales construidos a partir de dichas estructuras y de todo el 
cuerpo de datos bioquímicos preexistentes. En el apartado de “discusión” 
de estos capítulos se tratan las particularidades de la aplicación de la 
técnica a este tipo de muestras. Así:  
 
En el capítulo IV.1 se estudia la flexión del ADN realizada por el 
represor TtgV sobre la región promotora ttgV-ttgG (de Pseudomona putida), 
y con ella la aportación del AFM de datos cuantitativos al construir 
estadísticas a partir de datos obtenidos de la caracterización de moléculas 
individuales.  
En el capítulo IV.2 se estudia la estructura de los complejos 
formados por el promotor PtodX (de Pseudomona putida) y los factores de 
transcripción TodT e IHF, y se discuten las estructuras caracterizadas y el 
papel del represor TodT y del activador IHF.  
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En el capítulo IV.3 se estudia la superestructura del complejo 
nucleoproteico formado por BzdR y el promotor PN (Azoarcus). Se discuten 
además la enorme complejidad del modelo de regulación y el tipo de 
información aportada por el AFM al estudio de esta clase de sistemas, 
como pieza de un “puzzle”, presentándose los resultados de las técnicas 
bioquímicas y biofísicas a las cuales complementa.  
En el capítulo IV.4 se estudia el sistema principal de este trabajo: la 
regulación del paso de la transcripción temprana a la transcripción tardía 
en el bacteriófago Ø29, haciendo uso de todos los conceptos y 
metodologías de preparación y caracterización de muestra y de análisis de 
datos referidos en los puntos anteriores.  
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II. OBJETIVOS DE LA TESIS 
 
 
El objetivo general del presente trabajo de tesis es el de caracterizar 
estructuralmente complejos individuales ADN-proteína de distintos 
organismos (virales y bacterianos) buscando entender los mecanismos de 
regulación de la transcripción en los que participan.  
 
Los objetivos específicos son:  
 
- Confirmar mediante una técnica de moléculas individuales, la 
Microscopía de Fuerzas Atómicas (AFM), los cambios topológicos 
inducidos por los factores de transcripción en la estructura del ADN 
sugeridos por resultados bioquímicos y biofísicos previos tanto de sistemas 
bacterianos como virales. 
Sistemas bacterianos : 
- Caracterizar las estructuras nucleoproteicas implicadas en la 
regulación de la transcripción de dos promotores de Pseudomonas 
putida: PTtgGHI y PTodX, regulados respectivamente por el represor 
TtgV y por los factores transcripcionales TodT (represor) e IHF 
(activador).  
- Caracterizar la estructura de los complejos reguladores de la 
transcripción del promotor PN, de Azoarcus sp. CIB, formados por 
el represor BzdR y el ADN con la secuencia promotora. Las 
preguntas principales que se buscaba contestar son la 
estequiometría del complejo y el papel del efector Bz-CoA en la 
des-represión del sistema. 
Sistemas virales : 
- Caracterizar la estructura de los distintos complejos de regulación 
implicados en el mecanismo que organiza temporalmente la 
expresión del genoma de los bacteriófagos Ø29 y Nf que determina 
la transición entre la transcripción de los genes tempranos y la de 
los tardíos. 
- Establecer relaciones y similitudes entre los mecanismos de 
regulación de la transcripción génica de estos cinco sistemas.  
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
III.0.  Visualización de ADN mediante AFM 
 
La preparación de muestras para la Microscopía de Fuerzas exige un 
paso de adsorción de la muestra sobre una superficie, es decir: una 
transferencia de estructuras del espacio tridimensional al bidimensional, que 
puede alterar la configuración del ADN o la de sus complejos con proteínas. 
Estudios teóricos del proceso de deposición (basados en modelos 
termodinámico-estadísticos empleados en el área de polímeros como el worm 
like chain model) han demostrado que la restricción de grados de libertad no 
afecta a la estructura siempre que las condiciones de adsorción garanticen que 
la muestra se pueda equilibrar en la superficie, esto es: permitiéndole que 
explore, por difusión, entre las configuraciones accesibles para alcanzar la de 
equilibrio (Kasas et al., 1997; Rivetti et al., 1998). Los cationes divalentes o 
polivalentes son los encargados de “mediar” entre las cadenas negativas del 
ADN y la superficie, igualmente negativa, de la mica, favoreciendo una 
adsorción más o menos firme en función de la concentración superficial de 
cationes polivalentes (i.e. en función de la proporción de huecos negativos de 
la mica ocupados por dichos cationes, y por tanto positivos). Sobre este 
aspecto se han realizado muchos estudios (Hansma et al., 1997; Pastré et al., 
2003, 2006; Piétrement et al., 2003; Valdrè et al., 2004; Liu et al., 2005). El anclaje 
del ADN a la mica tiene lugar por tanto a lo largo de toda su longitud, lo que 
minimiza su posible desplazamiento con el barrido y garantiza una resolución 
“óptima”, solo limitada lateralmente por el diámetro de la punta. (De hecho, la 
propia visualización del DNA puede servir para calibrar el diámetro de la 
punta, relacionado con la convolución lateral.  
En las condiciones experimentales de este trabajo (5-20mM de  MgCl2 
o 5-10 mM de NiCl2) se ha observado difusión en superficie tanto de las 
moléculas de ADN como de sus complejos con proteína. Las cadenas de ADN 
presentan mayor movilidad que la proteína, que queda más “anclada” a la 
mica), confirmándose la fiabilidad de los datos cuantitativos que se obtengan 
(distribuciones angulares, etc.).  
Las medidas en estas muestras se han realizado en medio líquido en 
casi todos los experimentos, en contraste con los trabajos publicados que son, 
generalmente, en aire. A pesar de que trabajar en líquidos es técnicamente más 
complicado, de esta forma se caracteriza la muestra en un medio más próximo 
al fisiológico y se evitan las potenciales desviaciones de las configuraciones de 
equilibrio que pueda introducir la etapa de secado implícita en la operación en 
aire (a través de la gran tensión superficial asociada al proceso de 
deshidratación). 
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III.1.  Purificación del material biológico utilizado. 
 
Se detalla a continuación la metodología empleada en la producción y 
la purificación de los fragmentos de ADN de Phi29. El resto de muestras 
biológicas analizadas en esta tesis han sido proporcionadas por los 
laboratorios colaboradores, y han sido purificadas como explicado en las 
publicaciones Guazzaroni et al., 2007a; Lacal et al., 2008a; Durante-Rodríguez et 
al., 2008. 
 
Los fragmentos se obtuvieron por amplificación por PCR empleando 
la ADN-polimerasa “Pfu” (Promega) a partir del propio genoma del 
bacteriófago como ADN molde, y los oligonucleótidos (Isogen Life Science):  
· 4699 (5´-CTACAGGTAGCTCATAAACCTCTGTGTTAGGTTCAAC-3´) y  
· 5888 (5´-CCTCAGCATCGTACTGTTTTTCTTTTGTGATGTCTGTATAAATCTCTTC-
3´) 
como cebadores. Este último oligonucleótido, biotinilado en su extreme 3´, fue 
el empleado en la obtención de ADN marcado con biotina para ensayos 
ulteriores. 
Los productos de la PCR se purificaron mediante electroforesis en gel 
de agarosa (NuSieve® GTG) y fueron extraídos por un kit de Qiagen 
Qiaquick® “Gel Extraction”. El ADN recuperado por ambos procedimientos 
se llevó a una concentración de 50 ng/µl. El ADN biotinilado se purificó en 
una columna miniQ de intercambio aniónico usando un sistema de 
cromatografía SMART (GE Healthcare) y unido a estreptavidina en una 
relación 1:100. La estreptavidina libre se eliminó mediante un tamiz molecular 
(una microcolumna Superosa 6 PC 3.2/30). 
 
 
III.2.  Formación y purificación de complejos nucleoproteicos. 
 
Los complejos caracterizados se incubaron a distintas relaciones 
proteína/ADN, como se especifica en el punto III.4. En aquellos casos en los 
que se usaron altas relaciones [proteína-ADN] para generar el complejo se 
necesitó un paso adicional de purificación de los complejos ya formados, para 
eliminar el excedente de proteína libre.  
 
 
III.3.  Preparación de muestra para su análisis por AFM 
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Los complejos formados se depositaron sobre una superficie de mica 
recién exfoliada (Agar Scientific Limited) sin un tratamiento intermedio de la 
superficie con especies que la modifican químicamente. Se optimizaron la 
concentración de la muestra (~1,2 nM), el tampón y el tiempo de adsorción 
para cada sistema de forma que la concentración final de material incubado 
sobre la superficie sea tal que la proteína en exceso no unida al ADN y sí 
adsorbida en la mica no perturbe el proceso de toma de imagen. En las 
muestras destinadas a medidas en líquido, a continuación se realizaron 
sucesivos pasos de lavado con el tampón de imagen y se procedió a la medida. 
Las muestras observadas en aire (sólo estudiadas en el sistema de 
Phi29) se prepararon según un protocolo distinto (Révet et al., 1998; Pastré et al., 
2006). Una vez incubadas las muestras en el tampón con los cationes 
divalentes magnesio o níquel, o el trivalente: espermidina, la superficie fue 
tratada con acetato de uranilo muy diluido (0,02%) y, después de un minuto 
de espera, lavada con agua MilliQ (Millipore) y secada mediante papel de 
filtro. El acetato de uranilo se emplea en microscopía electrónica como agente 
de tinción (en porcentaje muy superior). Los cationes pesados UO22+ desvían el 
haz electrónico y aumentan el contraste de la micrografía. En este caso el papel 
del acetato de uranilo es el de extender las cadenas sobre la superficie (como 
descrito en Révet et al., 1998).  
Las condiciones concretas de incubación sobre la mica de cada sistema 
se detallan en el siguiente apartado: III.4. 
 
 
III.4. Formación de los complejos y preparación de la muestra de AFM  
específicas de cada sistema 
 
A continuación se especifican las condiciones de formación de los 
complejos de cada sistema estudiado y los procedimientos adicionales de 
purificación de los mismos (si empleados) así como las condiciones de 
incubación sobre la mica: 
 
1) TtgV 
Los complejos se incubaron en una relación ADN/proteína variable  
(1:5 – 1:8) a temperatura ambiente durante 10 minutos en el tampón: 25 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 8 mM acetato magnésico, 10 mM KCl, 3.3% (w/v) PEG, 1 
mM DTT, óptimo para la formación de complejos específicos.  (El ADN 
diseñado para estos experimentos se representa en la Figura IV.4) 
A continuación se diluyó la muestra en el tampón: [25 mM Tris-HCl 
(pH 7.5), 15 mM MgCl2, 10 mM KCl] hasta una concentración final de ADN de 
3nM  y se depositó sobre la superficie de un sustrato de mica recién exfoliada 
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durante 1 minuto, antes de lavar y proceder a la toma de imagen en el mismo 
tampón [25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 15 mM MgCl2, 10 mM KCl].  
 
2) TodT 
Los complejos binarios se formaron por incubación de las proteínas 
TodT, C-TodT o IHF (previamente tratadas con DTT) con una solución 25nM 
del fragmento de ADN diseñado para estos experimentos (Figura IV.9b) en el 
tampón: 43 mM Tris–HCl, 20 mM MgCl2, 10 mM KCl, 10% glicerol, pH 6.8, a 
Temperatura ambiente durante 30 minutos. Las relaciones molares 
proteína:ADN oscilaron entre 30:1 y 70:1.  
En la formación de los complejos ternarios TodT-IHF-ADN se usaron 
concentraciones iguales de ambas proteínas y relaciones ADN:proteínas 
similares a las de los complejos binarios, y condiciones de incubación idénticas 
de: tiempo, temperatura y tampón de incubación.  
La incubación sobre la mica se realizó en presencia de 5mM de NiCl2, 
habiendo diluido la mezcla previamente en el mismo tampón a una 
concentración de ADN 2,5 nM. A continuación se lavó abundantemente la 
muestra y se procedió a la toma de imágenes en medio líquido. 
 
3) BzdR 
Los complejos con cada una de las cuatro sondas empleadas (descritas 
en la Figura IV. 26) se formaron a Temperatura ambiente, durante 15 minutos, 
en tampón T (10 mM MgCl2, 50 mM KCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM DTT, 
0.1 mM EDTA). La incubación de los complejos se realizó a una concentración 
final de ADN 2nM y a una relación ADN:BzdR entre 1:28 y 1:70 (partiendo de 
stocks de proteína purificada de 100 nM), condiciones que minimizaban la 
concentración de proteína libre en superficie. Estas relaciones corresponden a 
los complejos de los carriles 2-4 de los retardos mostrados en la Figura IV. 23b. 
Con lo que según estos experimentos la población de “complejo 2” (y de 
complejo en general) estará pobremente representada (el carril 7 en el que sólo 
se da “complejo 2” corresponde a una relación 1:2000). 
En presencia de Mg2+ (hasta al menos 50mM), no se habían registrado 
cambios en la afinidad entre BzdR y el ADN. Éste fue el catión divalente 
empleado en la preparación de las muestras de AFM, junto con el Ni2+, para 
dirigir la adsorción de los complejos sobre la mica. Las muestras de complejos 
se diluyeron 10 veces en el tampón de adsorción, “tampón T”, en presencia de 
MgCl2 o NiCl2 entre 3-10mM. Tras 1 minuto de incubación sobre la mica se 
eliminó el material no adsorbido con sucesivos lavados con el mismo tampón 
de adsorción y se procedió a la toma de imagen. 
 
4) Phi29 
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Los complejos se formaron por incubación de p4, p6 y ARNp con los 
fragmentos de ADN a distintas relaciones ADN:proteína. ([ADN:p4] entre 1:12 
y 1:40, [ADN:p6] entre 1:16 y 1:58, [ADNC-p6] entre 1:50-1:250, [ADN:ARNp] 
entre 1:5 y 1:10, [ADN:p4:p6] entre 1:12:20 y 1:30:60, [ADN:p4:p6:ARNp] entre 
1:10:30:3 y 1:40:80:6, [ADNNf:p4N:p6N] entre 1:14:28 y 1:56:80) en el tampón de 
unión: 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2, durante 10 
minutos a 0ºC. 
El fragmento de ADN empleado, de 1189pb, con la secuencia de los 
promotores A2b, A2c y A3 está representado en la Figura IV.38b. El fragmento 
de 1914pb situaba el promotor C2 en un extremo. 
En el caso de los complejos [ADNC-p6] se necesitó un paso adicional 
de purificación, para eliminar el excedente de proteína libre una vez formados 
los complejos, empleándose para ello una microcolumna Superosa 6 PC 3.2/30. 
El protocolo de fijación con glutaraldehído (al 0,1%-1%) que se siguió a 
continuación en algunas de estas muestras se recoge en la referencia: Dodson y 
Echols, 1991.  
A continuación se depositaron sobre la superficie de mica recién 
exfoliada durante 1-2 minutos, diluyéndolos hasta una concentración final de 
ADN de ~1,2nM en un tampón similar al de unión con concentración y 
naturaleza variable de catión divalente (5-15 mM de MgCl2 o de NiCl2).  
Las muestras estudiadas en líquido se lavaron después con el tampón 
de toma de imagen (idéntico al empleado para diluir los complejos en cada 
caso: 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM KCl, 5-15 mM MgCl2 o NiCl2).  
Las muestras estudiadas en aire se prepararon según un protocolo 
distinto descrito en el capítulo III de Materiales y Métodos: los complejos 
formados se diluyeron en el tampón: 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM NaCl, 5-
15 mM MgCl2 o NiCl2 o 50 μM de SpdCl3 (cloruro de espermidina, para 
favorecer su adsorción sobre la mica); la superficie ya incubada se trató con 
una solución de 0,02% de acetato de uranilo durante 1minuto y a continuación 
fueron lavadas con agua Millipore y secadas con papel de filtro. 
 
 
III.5.  AFM. Toma de imágenes 
 
La toma de imágenes en líquido se realizó con un Microscopio de 
Fuerzas Atómicas de Nanotec Electrónica (S.L.), con una celda líquida como la 
esquematizada en la Figura I.14 de la Introducción, con el scanner más 
pequeño (con un área máxima de barrido de (10x10) µm2 y un rango máximo 
en el eje Z de 2 µm), operando predominantemente en modo de contacto 
intermitente (jumping mode) y usando micropalancas de nitruro de silicio con 
constante de fuerza dentro del intervalo {0.76-0.05} N/m, con puntas de radio 
~20 nm (Olympus OMCL-RC800PSA). 
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La toma de imágenes en aire se realizó con un Microscopio de Fuerzas 
Atómicas “Nanoscope IIIa” (Veeco, Santa Barbara, CA) operando en modo de 
no contacto (tapping mode), y empleando micropalancas de silicio con 
constantes de fuerza comprendidas entre 36 y 67 N/m (Olympus AC160TS). 
Las imágenes de AFM mostradas en los capítulos que siguen fueron 
tomadas en líquido si no se indica lo contrario. 
 
III.6.  Tratamiento y análisis de imágenes 
 
El procesamiento de las imágenes y el análisis de las mismas se ha 
realizado con el software “WSxM” desarrollado por Nanotec Electrónica S.L, 
(Horcas et al., 2007). 
Para el análisis de ángulos se ha empleado el software ImageJ (NIH). 
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IV. RESULTADOS 
 
 
IV.1. Regulación de la transcripción en Pseudomonas putida.  
 Papel del represor TtgV 
 
IV.1.1. Introducción 
Los disolventes orgánicos (y entre ellos los hidrocarburos 
aromáticos, alcoholes alifáticos, etc.) son substancias tóxicas para toda 
célula por dañar irreversiblemente la membrana citoplasmática. Sin 
embargo la bacteria extremófila Pseudomonas putida DOT-T1E sobrevive en 
ambientes con concentraciones de hasta un 90% en este tipo de substancias 
(xilenos, tolueno, estireno, etc.), e incluso es capaz de crecer a partir de 
ellas, empleándolas como fuente de carbono y de energía. A partir de una 
cierta concentración umbral de las mismas, la bacteria activa un 
mecanismo de expulsión por bombeo para eliminar su exceso. En este 
organismo se han identificado tres bombas distintas del tipo “mdr” 
(multiple drug resistance), responsables típicas de la resistencia ante 
antibióticos, flavonoides, disolventes orgánicos y medicamentos, en 
organismos procariotas y eucariotas. Las tres bombas son: TtgABC, 
TtgDEF y TtgGHI, siendo esta última la expresada a nivel basal y la pieza 
clave de la tolerancia de la bacteria ante los disolventes orgánicos. 
Las proteínas de membrana TtgG (proteína de fusión 
periplasmática), TtgH (translocasa) y TtgI (factor de membrana externa) 
que forman la bomba están codificadas por el operón TtgGHI y se 
transcribe a partir de un único promotor, el PTtgGHI. La expresión de la 
bomba es inducida por los propios disolventes orgánicos. Las dos cajas -10 
y -35 de reconocimiento de la ARN-polimerasa (Figura IV.1) presentan 
secuencias muy cercanas a las consenso para el factor σ vegetativo de la 
ARNp (véase la Figura I.35).  
Se ha descrito que la proteína TtgV actúa como regulador 
específico de la bomba TtgGHI, concretamente como represor (Guazzaroni 
et al. 2004). Así, TtgV, en forma de tetrámero, interacciona con dos 
secuencias repetidas invertidas de la región promotora PTtgGHI (Figura IV.2) 
con una gran afinidad (kD = 50 nM), cubriendo 42 pb que incluyen ambas 
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cajas -10 y -35 (Rojas et al. 2003; Guazzaroni et al. 2004, 2007a). Asimismo se 
ha descrito que el tetrámero se despega del ADN en presencia de sus 
efectores: los propios disolventes orgánicos (compuestos aromáticos de 
uno o dos anillos y alcoholes alifáticos), permitiéndose entonces la 
transcripción de los genes estructurales de la bomba (Guazzaroni et al. 2005, 
2007b).  
 
Figura IV.1. El sitio de unión del represor TtgV (sombreado en gris) está situado en la 
región intergénica entre el operón de los genes de la bomba de extrusión de disolventes 
(en naranja), y el operón que contiene el gen del propio regulador (en verde). Los 
promotores de dichos operones PTtgGHI y PTtgVW solapan entre sí y con la región 
ocupada por TtgV. 
 
 
Figura IV.2. Hipótesis de unión de TtgV a su operador. Las flechas convergentes 
indican las secuencias repetidas invertidas reconocidas por TtgV. El asterisco indica la 
posición de la hipersensibilidad encontrada en los experimentos de protección contra 
metilación por dimetilsulfato, la Guanina de la posición -14 respecto del inicio (+1) de 
la transcripción del promotor PTtgGHI). 
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El gen que codifica a la propia TtgV se transcribe en sentido 
opuesto desde el operón ttgGHI y los promotores correspondientes: PTtgVW 
y PTtgGHI solapan entre sí, de forma que el sitio de unión de TtgV cubre las 
cajas -10 y -35 del PTtgGHI y la caja -10 de PTtgVW (Figura IV.1). 
TtgV pertenece a una familia de reguladores transcripcionales, la 
“IclR”, formada por al menos 500 proteínas que participan en la regulación 
de una gran variedad de procesos metabólicos tanto en bacterias como en 
arqueas. Todas ellas tienen en común un motivo estructural de unión al 
ADN (un dominio HTH, helix-turn-helix, en el extremo N-terminal 
señalado en la Figura IV.3) y un dominio de unión al efector (Krell et al., 
2006). La única estructura completa de un regulador de esta familia 
conocida hasta el momento es la del: TM-IclR de Thermotoga maritima, 
representada en la Figura IV.3a (Zhang et al., 2002). Para la mayoría de 
estos sistemas, sin embargo, aún se desconocen el mecanismo molecular de 
reconocimiento del efector, la secuencia consenso del sitio de unión al 
ADN y la conformación del ADN en el complejo.  
 
 
Figura IV.3. a) Estructura cristalina del tetrámero formado por el regulador IlcR de 
Thermotoga maritima (pdb: 1MKM), otro miembro de la familia IclR a la cual pertenece 
TtgV. Los cuatro dominios de unión al ADN del tipo “HTH” están indicados en rojo. 
(Zhang et al., 2002). b) Representación de la interacción entre el dominio HTH de TtgV 
y el ADN, que tiene lugar entre una de las dos hélices del dominio HTH y el surco 
mayor del ADN (modelo extraído de Fillet et al., 2009).  
 
La información sobre TtgV previa a este trabajo comprendía un 
modelo del bolsillo de unión de los efectores (Guazzaroni et al., 2007b), un 
modelo de la unión de su dominio HTH al ADN (Figura IV.3b) y la 
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secuencia de su sitio de unión al ADN (Figura IV.2). Quedaba conocer la 
estructura del complejo TtgV-ADN para determinar el mecanismo 
concreto de la represión. Los experimentos de dicroísmo circular revelaron 
que TtgV distorsiona la estructura del ADN y apuntaban a que induce una 
torsión. Los ensayos de  footprinting de protección contra metilación por 
dimetilsulfato (DMS) mostraron una hipermetilación en la guanina 
señalada en la Figura IV. 2 (en la posición -14 respecto del inicio de la 
transcripción del promotor PTtgGHI) lo que puede ser indicio de una flexión 
(Guazzaroni et al., 2004). A continuación se presentan los resultados de la 
caracterización mediante AFM de la estructura de este complejo. 
Figura IV. 4. Fragmento obtenido por PCR del genoma de Pseudomonas empleado en 
los experimentos de AFM. Consta de 716 pb (257 nm) de los nucleótidos -368 al +347 
respecto del sitio +1 del PTtgGHI, que sitúa el sitio de unión de TtgV a un 43% de la 
longitud total con respecto al extremo más cercano y que se obtuvo por PCR 
(Guazzaroni et al., 2007a).  
 
Las condiciones utilizadas en la formación de los complejos y de 
preparación de las muestras de AFM se especifican en los apartados III.3 y 
III.4.A del capítulo III de Materiales y Métodos. 
 
IV.1.2. Resultados 
 
Los resultados de la caracterización estructural del complejo TtgV-
ADN mediante AFM confirmaron la flexión sugerida por los datos previos 
aportados por dicroísmo circular. TtgV induce un ángulo convexo en su 
sitio de unión como muestran las imágenes b, c y d de la Figura IV.5. Dada 
la homogeneidad en la estructura de los complejos se procedió a la 
determinación de dicho ángulo. Para ello se siguió el método manual 
descrito en la literatura (Rivetti y Guthold, 2003) y representado en la 
Figura IV.5b, midiendo el ángulo con el programa ImageJ (NIH). 
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Figura IV.5. a) Imagen de una muestra de ADN en ausencia de proteína. La barra de 
escala representa 110 nm. b) Imagen de un complejo TtgV-ADN sobre la que se indica 
la forma empleada para medir el ángulo, i.e. trazando manualmente tangentes a los 
brazos de ADN emergentes del sitio de unión de la proteína. La barra de escala 
corresponde a 40 nm y la escala de colores (de alturas) corresponde a 4,5 nm. c) y d) 
muestran dos campos de una muestra de complejos TtgV-ADN, señalados con flechas.  
 
Figura IV. 6. Histogramas de las distribuciones de ángulos medidos en 111 complejos 
[TtgV-ADN] (en negro) y en 75 moléculas de ADN libre, en muestras sin proteína (en 
gris). En este caso se midió el ángulo alrededor del sitio de unión de TtgV en el centro 
del fragmento. El centro de la función gaussiana a la que se ajustó la primera 
distribución es (56,8 ± 3,2)º (siendo 3,2º la desviación estándar). 
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La Figura IV. 6 muestra el histograma de la distribución angular 
de los complejos [ADN-TtgV] (en negro) y el histograma de la distribución 
de ángulos medidos en torno al sitio de unión de la proteína en el ADN 
desnudo (aproximadamente en el centro del fragmento) (en gris). La 
distribución de ángulos del ADN libre es muy amplia y está centrada en 0º 
(correspondiente a la  configuración recta), lo que denota la ausencia de un 
ángulo preferencial. Por el contrario, la estrecha distribución de ángulos de 
los complejos, con un α promedio de (57 ± 13)º indica que la unión de TtgV 
induce un cambio conformacional en el ADN.  
 
IV.1.3. Discusión 
La información estructural de complejos individuales [TtgV-ADN] 
obtenida por AFM completa el cuerpo de datos bioquímicos y biofísicos 
preexistentes procedentes de ultracentrifugación analítica, dicroísmo 
circular, mutagénesis dirigida, calorimetría de valoración isotérmica (ITC), 
ensayos de footprinting y ensayos de cambio de movilidad electroforética 
(EMSA)- y contribuye a sugerir un modelo global compatible con ellos.  
Los resultados revelaron que el represor TtgV induce una flexión 
convexa en el ADN (con un ángulo promedio de 57º).  
El sitio de unión de TtgV está situado en la región común de los 
dos promotores a los que reprime (PTtgGHI y PTtgVW). En general se 
considera que los represores de la familia IclR actúan como tales 
impidiendo la unión de la ARNp al promotor por simple oclusión de éste. 
El caso de TtgV es más complejo pues al impedimento estérico se añade 
una distorsión de la estructura del ADN (el cambio de la distancia y de la 
disposición relativa entre las cajas de la ARNp) dificulta el reconocimiento 
del promotor y, por tanto, su transcripción.  
Ésta es la primera configuración convexa descrita para un complejo 
de la familia IclR. Se trata de una configuración bastante rara, sólo 
adoptada por el 13% de las estructuras de complejos ADN-represor 
depositadas en el Protein Data Bank a día de hoy. Las proteínas LacI y 
CcpA (ambas de la familia LacI-GalR) por ejemplo, inducen flexiones en el 
ADN de ~40º y ~35º (Kalodimos et al., 2002 ; Schumacher et al., 2004) 
respectivamente (Figuras IV.7a -b) y presentan similitudes con el sistema 
aquí estudiado. Al igual que TtgV, LacI y CcpA interaccionan con el ADN 
mediante motivos HTH de gran plasticidad. Además sus sitios de unión 
están partidos en dos, como ocurre con las dos repeticiones invertidas a las 
que se une el tetrámero de TtgV. Podemos esperar por tanto que la 
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estructura del complejo TtgV-ADN a nivel atómico se asemeje a las de 
estos dos represores (Figura IV.7c). 
 
Figura IV. 7. a) Esquema de la estructura tridimensional del complejo formado por un 
dímero del mutante del represor lac:  lacHP62 y su operador O1. Esta imagen ha sido 
generada a partir del pdb 1L1M, mediante el programa Jmol. b) Estructura del 
complejo formado por la proteína CcpA (y, en azul, el co-represor unido a ella: HPr-
Ser46-P) y un fragmento de ADN de 16 pb contenedor de sus sitio de unión 
(Schumacher et al., 2004). c) Esquema de la configuración propuesta del complejo TtgV-
ADN. 
 
La Figura IV.8 muestra un esquema general del ciclo regulado por 
TtgV. La proteína TtgV actúa como represor de dos promotores 
divergentes PTtgGHI y PTtgVW. La transcripción de estos promotores se activa 
en presencia de los efectores de TtgV, i.e. de substancias como el tolueno 
que nutren la bacteria pero que a partir de una concentración umbral 
pueden resultar tóxicas. Como resultado de unir una molécula de efector, 
TtgV disminuye su afinidad por el ADN y queda des-reprimido el sistema, 
transcribiéndose las proteínas que constituyen la bomba TtgGHI 
encargada de expulsar dichas substancias. Simultáneamente, se activa la 
expresión de la propia proteína represora TtgV con el fin de garantizar que, 
en el momento en que se recuperen los niveles normales de los efectores, la 
producción de la bomba que los expulsa se interrumpe. TtgV, ya libre de 
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efector, adopta la conformación adecuada para unirse de nuevo al ADN y 
ejerce su función represora. Resulta plausible imaginar que la 
activación/desactivación de la expresión de la bomba y el cambio 
conformacional del represor por unión/liberación del efector estén 
coordinados a través de una misma concentración umbral de dicho efector: 
es decir, que coinciden la concentración a partir de la cual es necesario 
expulsar el efector con la concentración a partir de la cual la probabilidad 
de su unión al bolsillo de TtgV se dispara. 
 
Figura IV. 8. Esquema-resumen del mecanismo de regulación estudiado. 
 
Se trata de un sistema de regulación muy sencillo y muy eficaz, 
basado en un sólo componente cuya función está regulada por la presencia 
de pequeños ligandos: sus efectores. Como veremos a lo largo de esta tesis 
existen distintos mecanismos de respuesta sensibles a pequeñas 
fluctuaciones del estímulo externo que los regula. Este mecanismo, el de 
un único componente regulado por un ligando o efector, es el más sencillo 
de todos ellos.  
El mecanismo estudiado resulta ser aún más complejo que el 
presentado en la introducción, al coordinarse con un segundo mecanismo: 
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TtgV regula la expresión de otra bomba, la ttgDEF, además de la de la 
bomba ttgGHI. La proteína TtgT es el regulador específico de esta bomba y 
el promotor PTtgT que la codifica se transcribe en sentido inverso al PTtgDEF, 
lo que indica el paralelismo con el sistema PTtgGHI y PTtgVW aquí estudiado. 
Sin embargo la afinidad de TtgV por la región PTtgDEF-PTtgT es mayor que la 
de la propia proteína TtgT  e incluso superior a la que presenta TtgV por 
su sitio de unión en la región PTtgGHI-PTtgVW (Fillet et al., 2009) 
Con este juego de afinidades se está garantizando la represión total 
de la expresión de ambas bombas en ausencia de disolventes orgánicos y la 
rápida respuesta tanto a su aparición, como al aumento y a la disminución 
de su concentración respecto del umbral. La presencia del efector en 
concentración suficiente favorece su unión al bolsillo receptor de efector de 
TtgV, y el cambio estructural que provoca esta unión conduce a la 
separación de TtgV de sus sitios de unión. Se activa entonces la 
transcripción de los promotores de las bombas y de los represores TtgT y 
TtgV, que, sin embargo, se mantendrán en solución hasta que no descienda 
la concentración de disolvente (efector). Una vez recuperados los valores 
basales de éste, TtgV vuelve a actuar como represor uniéndose a las 
regiones promotoras, interrumpiéndose así su producción y la de las 
bombas de extrusión.  
 
IV.1.4 Perspectivas 
Sería interesante caracterizar la estructura de los complejos TtgV-
ADN y TtgT-ADN en torno a la región de los promotores PTtgDEF-PTtgT, 
buscando confirmar si estos represores flexionan igualmente el ADN, y 
por tanto si el mecanismo de represión incluye la oclusión y la distorsión 
de la secuencia. 
 
El trabajo de este capítulo se realizó en colaboración con la Dra. Mª 
Eugenia Guazzaroni, del grupo de Degradación de Tóxicos Orgánicos 
dirigido por el Prof. Juan L. Ramos (Departamento de protección 
medioambiental de la Estación Experimental del Zaidín, CSIC, Granada). 
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IV.2. Regulación de la transcripción en Pseudomonas putida.  
Papel de los factores de transcripción TodT (represor) e IHF (activador). 
 
IV.2.1. Introducción 
La bacteria Pseudomonas putida DOT-T1E, como ya mencionado en 
el capítulo IV.A, emplea tolueno y otros disolventes orgánicos como fuente 
de carbono y de energía, a partir de su oxidación a especies intermediarias 
del ciclo de Krebs (Zylstra et al., 1988). Para ello la bacteria induce la 
expresión del operón catabólico tod (todXFC1C2BADEGIH) que codifica 
las enzimas dioxigenasas que convierten los hidrocarburos aromáticos en 
ácidos tricarboxílicos.  
Los genes todST forman un operón expresado de forma 
constitutiva, localizado inmediatamente después del operón 
todXFC1C2BADEGIH, y codifican el sistema sensor de dos componentes, 
TodS/TodT, encargado de la regulación de la expresión a partir del 
promotor PtodX. Los sistemas reguladores bacterianos de dos componentes 
median en una gran cantidad de respuestas a estímulos ambientales, como 
la osmorregulación y la quimiotaxis. Normalmente estos sistemas están 
formados por dos elementos funcionales: un sensor histidina-quinasa al 
cual se une la señal y una cadena reguladora de la respuesta cuya 
actividad está regulada.  
TodS es una quinasa que fosforila residuos de histidina (una 
“histidina-quinasa”) que une tolueno con gran afinidad (~700nM), el cual a 
su vez aumenta la autofosforilación de TodS (Busch et al., 2007).  
TodS transfosforila a TodT, un regulador transcripcional que 
interacciona con la región del promotor PtodX y regula la transcripción del 
operador tod (Lacal et al., 2006). La fosforilación de proteínas es un 
mecanismo regulador clave, ampliamente utilizado para regular la 
actividad de enzimas y factores de transcripción. TodT (28kDa) contiene 
dos dominios: un dominio N-terminal (NTD) receptor del grupo fosfato 
que le proporciona la sensor-quinasa TodS, y un dominio C-terminal de 
unión al ADN, con un motivo HTH. TodT se une específicamente y en 
forma de monómero, tanto en su forma fosforilada como en su forma libre 
de fosfato (ambas con afinidad similar), a tres sitios (las cajas 1, 2 y 3) 
centrados en las posiciones −106, −85 y −57 respecto del inicio +1 de la 
transcripción del promotor PtodX (Figura IV.9a). Las cajas 1 y 2 presentan 
secuencias pseudo-palindrómicas y la caja 3 el motivo de medio 
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palíndromo. La unión de TodT a estas tres cajas presenta constantes de 
afinidad relativamente bajas (Kd ~ 1,6–6,3 μM). Sin embargo esta baja 
afinidad se compensa con un mecanismo de unión cooperativa. La 
constante de afinidad es máxima para la caja 1, y se reduce 3 y 4 veces en 
las cajas 2 y 3, respectivamente (Lacal et al., 2008a). Además dentro de las 
cajas 1 y 2 la unión de los dos monómeros a la secuencia palindrómica es 
igualmente cooperativa. 
Las tres cajas participan en la regulación de la transcripción, sin 
embargo la caja 1, por la que TodT presenta máxima afinidad, es 
imprescindible para una unión efectiva a todas las cajas y la transcripción 
del operador tod. Por ello se considera punto de nucleación de la unión de 
todos los monómeros de TodT al ADN y de la formación del complejo de 
transcripción con IHF y ARNp (Lacal et al., 2008). 
 
Figura IV.9 a) Secuencia de la región del promotor PtodX, desde la posición −115 hasta la 
+45. Los recuadros grises indican las cajas de unión del regulador TodT y el sitio de 
unión de IHF está resaltado en negrita. El asterisco indica la Guanina -68 en la que se 
observa una hipersensibilidad en los ensayos de protección de ADNasaI. Asimismo, se 
indican el sitio +1 de inicio de la transcripción y la caja −10 extendida de 
reconocimiento de la ARN-polimerasa.  Ésta y el activador IHF, situado entre las bases 
-40 y -30, “suplen” la ausencia de la caja -35 de la ARNp en este promotor. b) Esquema 
de la sonda empleada en los experimentos de AFM. Se generó por PCR y contiene la 
secuencia entre los nucleótidos  −327 y +382 respecto del  promotor PtodX (709-pb; 
~240nm) con las tres cajas de unión de TodT situados de forma asimétrica respecto de 
los extremos.  
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El factor de integración del hospedador IHF (23 kDa) actúa como 
activador del promotor PtodX, puesto que en su ausencia la expresión del 
operón tod se reduce cinco veces, uniéndose como dímero a un sitio 
adyacente a la caja 3.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV.10. Ensayo de protección de ADNasaI realizado para 
caracterizar la unión de TodT y C-TodT al promotor PtodX. En 
ambos casos, por comparación con el carril del ADN libre, se 
muestra claramente la protección de las cajas de unión debida a 
la presencia de proteína. En el carril de TodT se observa la 
hipersensibilidad correspondiente a la Guanina -68. (Imagen 
proporcionada por Jesús Lacal). 
Los datos de partida apuntaban a que la activación de la 
transcripción de este promotor implica un contacto entre la ARNp y TodT, 
concretamente vía la α–CTD de la ARNp, por analogía con otros sistemas 
de regulación. Esto exige una configuración en curva del promotor, dada la 
amplia separación entre las cajas de unión de TodT y los sitios de la 
polimerasa (Lacal et al., 2006). Los experimentos de huella de 
hiperreactividad ante DNAsa de la Figura IV.10 mostraban una 
hipersensibilidad en la posición -68 que podría corresponder con un ángulo 
en el ADN inducido por la unión de TodT. Idénticos experimentos 
realizados con el mutante de TodT sin el dominio N-terminal (el así 
llamado C-TodT) no muestran ninguna hiperreactividad, y este mutante no 
es funcional, lo que apoya la idea de que el dominio N-terminal de la 
proteína (tal vez la interacción entre los dominios N-terminal de varios 
monómeros de TodT) juega un papel clave en tal flexión y en la activación 
de la transcripción. Además IHF participa en la activación y represión de 
un gran número de sistemas en los que el sitio de unión de un segundo 
regulador y el de inicio de la transcripción están muy alejados (Zurla et al., 
2007), por lo que actúa induciendo una flexión en el ADN (Seong et al. 
2002). Se propuso que el ángulo que induce sobre el ADN puede facilitar la 
formación del complejo de transcripción en PtodX. 
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Planteamiento de los experimentos de AFM: 
- Caracterización de la estructura del ADN en los complejos binarios: 
[TodT-ADN], [C-TodT-ADN] y [IHF-ADN]. 
- Caracterización de la estructura del ADN en el complejo ternario: 
[TodT-IHF-ADN] 
 
IV.2.2. Resultados 
Complejos binarios [TodT-ADNPtodx] 
La baja afinidad de TodT por el ADN exige que la formación de 
complejos se realice a altas concentraciones de proteína, condiciones que 
dificultan la toma de imágenes con el AFM. De esta forma los complejos se 
incubaron en relaciones molares en el rango [30:1 y 70:1] y a una 
concentración final de ADN de 10 nM. Las condiciones utilizadas en la 
formación de los complejos y de preparación de las muestras de AFM se 
especifican en los apartados III.3 y III.4.B del capítulo III de Materiales y 
Métodos. 
Los ensayos de EMSA (Figura IV.11) indican la formación de 
cuatro complejos distintos [TodT-ADNPtodX]. El análisis de huella de cada 
una de las bandas permitió asociarla con un complejo concreto. Así: el 
Complejo I se relacionó con el complejo donde TodT se une a la Caja 1 (de 
máxima afinidad), el complejo II al complejo en el que TodT se une a las 
cajas 1 y 2, y los complejos III y IV, al complejo con las tres cajas ocupadas. 
La mutación de la Caja 3 dio lugar a la desaparición de los complejos III y 
IV, lo que dio pie a proponer que ambos complejos presentaban las tres 
cajas ocupadas por cinco monómeros pero que diferían en su conformación 
tridimensional y por tanto en su retardo (Lacal et al., 2008b). 
Las condiciones de incubación empleadas en las muestras 
caracterizadas por AFM, con concentraciones de proteína en torno a 300-
450 nM, corresponden a una mezcla  en la que coexisten los cuatro tipos 
distintos de complejos TodT-ADN: I, II, III y IV (Figura IV.11). Los 
complejos III y IV se pueden asociar a aquellos complejos con todas las 
cajas de TodT ocupadas, adoptando dos conformaciones distintas, puesto 
que ambos complejos desaparecen al usar un ADN sin la caja 3 (Lacal et al., 
2008b).  
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Figura IV.11. Ensayo de EMSA de la unión de TodT a la región del promotor PtodX. Las 
cuatro bandas diferenciadas se asociaron con cuatro complejos distintos, basándose en 
los resultados de los ensayos de huella de ADNasaI como explicado en el texto. El 
segmento superior indica el rango de concentraciones de las muestras 
estudiadas con AFM. 
 
Figura IV.12. Ejemplo de dos campos en sendas muestras de complejos [TodT-
ADNPtodX], incubadas según una relación proteína:ADN de 66:1. Las flechas señalan las 
moléculas de ADN con proteína. 
 
Se observaron complejos correspondientes a estequiometrías 
TodTx-ADN variables, divisibles en dos poblaciones distintas: una de 
complejos con configuración más o menos lineal, que se denominaron 
complejos “primarios” (Figura IV.13.a-d), y otra de complejos con una 
estructura doblada, tipo horquilla, que se denominaron complejos 
“secundarios” (Figura IV.13.e-i). Los complejos “primarios” fueron 
asociados con las bandas de los complejos “I, II y III” de los experimentos 
de EMSA (Figura IV.11) y los complejos “secundarios” se asociaron con la 
banda del “complejo IV”.  
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Figura IV.13. Catálogo de complejos [TodT-ADNPtodX] encontrados. Las imágenes a-d 
muestran complejos lineales con ocupación variable de las cajas (“complejos primarios”). 
Los complejos e-i son ejemplos de la configuración de tipo horquilla descrita en el texto 
(“complejos secundarios”). 
 
Se midieron las distancias entre la proteína unida y el extremo del 
fragmento de ADN más próximo (L1) en los complejos “primarios”, y la 
longitud total del ADN (Ltotal) y la distancia entre el vértice de la estructura 
tipo horquilla y el extremo del ADN más cercano (L2) en los complejos 
“secundarios”. El cuadro de la Figura IV.14.d resume los resultados 
numéricos encontrados. Las distancias esperadas para estas tres longitudes 
se representan en la Figura IV.14.a. La longitud de contorno del ADN en el 
complejo resultó 227±16 nm, próxima a los 239 nm teóricos (calculados a 
partir de la relación 0,338nm/pb). Los complejos “primarios”, de 
configuración lineal, sitúan la proteína a 69±10 nm del extremo del 
fragmento (N=11), lo que es coherente con la unión de TodT a la Caja 1. Los 
complejos “secundarios” mostrados en la Figura IV.14.b pliegan el ADN 
en una estructura de tipo horquilla cuyo vértice se sitúa a una distancia 
promedio de  82±9 nm del extremo más próximo del ADN, i.e. entre las 
cajas 2 y 3, lo que es compatible con un modelo de flexión de la horquilla en 
la hiperreactividad mencionada (Figura IV.10) encontrada en la Guanina -
68 (a 85 nm del extremo). Este modelo queda apoyado además por el hecho 
de que dicha hiperreactividad no se dé en los complejos con el mutante C-
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TodT y que no se encontrara ningún complejo [C-TodT-ADN] con una 
configuración de tipo horquilla. 
 
 
Figura IV.14. a). Esquema del fragmento de ADN que incluye las longitudes de las 
distancias al extremo más cercano de la caja 1 (L1), de la G -68 (L2, hipotético vértice de 
la horquilla) y la longitud total del fragmento (Ltotal), todas ellas calculadas a partir de la 
relación: 0,338nm/pb. b) Ejemplo de complejo “primario” y su perfil. c) Ejemplos de 
complejos “secundarios” para los que se indican los valores de Ltotal y L2. d) cuadro 
resumen de los valores estadísticos (media y desviación estándar) encontrados para los 
parámetros indicados en (a): L1, L2 y Ltotal en 11 complejos inequívocos. 
 
Complejos binarios [IHF-ADNPtodx] 
Las imágenes obtenidas de los complejos binarios [IHF-ADNPtodx] 
(Figura IV.15) muestran que la unión de esta proteína al ADN es bastante 
inespecífica, pues se observa proteína a lo largo de toda la longitud de la 
cadena. No se buscó optimizar la resolución de estas imágenes, dado que el 
objetivo era comprobar que la proteína se unía en las relaciones ADN-IHF 
                                                                                                        IV.2. Resultados 
 96 
de los ensayos bioquímicos, para después pasar directamente a caracterizar 
el complejo ternario. 
 
Figura IV.15. Dos ejemplos de complejos binarios [IHF-ADNPtodX]. 
 
Complejos ternarios [TodTx-IHF-ADNPtodx] 
 
Las muestras de complejos ternarios [TodT-IHF-ADNPtodX] 
mostraron estructuras plegadas de tipo horquilla (Figura IV.16.a) 
equivalentes a las de los complejos “secundarios” encontrados en las 
muestras binarias: [TodT-ADNPtodX]. Analizando la estructura de 15 
complejos (cuadro de la Figura IV.16.b) se observó que esta estructura 
ternaria mantiene la posición del vértice de la horquilla a una distancia 
similar a la de los complejos binarios (dentro del error), en todo caso 
desplazándola hacia la Caja 3 y el sitio de IHF. 
Asimismo, se observó que el porcentaje de complejos con estructura 
de tipo horquilla en las muestras ternarias aumenta con respecto al 
encontrado en las muestras de complejos binarios [TodT-ADNPtodx], 
pasando de un 18% en las muestras binarias a un 45% en las muestras 
ternarias. (Estos porcentajes son aproximados y se estimaron a partir de 56 
eventos en muestras binarias y de 29 eventos en muestras de complejos 
ternarios, cuantificando el número de complejos encontrados por área en 
distintas regiones de la muestra donde se observaban más de cinco cadenas 
de ADN). Se concluye que IHF ayuda a estabilizar dicha estructura.  
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Figura IV.16. a) Ejemplos de complejos ternarios [TodT-IHF-ADNPtodX]. b) Cuadro 
resumen de los valores estadísticos (media y desviación estándar) medidos para los 
mismos parámetros indicados en la Figura IV.14.a: L1, L2 y Ltotal en 15 complejos 
inequívocos. 
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IV.2.3. Discusión 
 
TodT pertenece al grupo de factores de transcripción comentado en 
la introducción cuya actividad es modulada por modificación covalente. 
Une el fosfato que le proporciona la quinasa TodS, la cual se localiza en la 
membrana interna de la bacteria (como otros sensores histidina-quinasa) y 
está regulada por señales extracelulares. Un sistema de regulación similar a 
éste es el de NarL de E. coli, que controla la expresión de los genes de la 
ruta anaeróbica. NarL se une al ADN sólo cuando ha sido transfosforilada 
por las quinasas: NarX y NarQ, que a su vez son reguladas por nitrito o 
iones nitrato extracelulares (Browning et al., 2004).  
El modelo estructural sugerido por los resultados se representa en 
la Figura IV.17. La estructura tipo horquilla se pliega a partir de la 
hiperreactividad por interacción entre los dominios N-terminales de TodT, 
concretamente de las Cajas 2 y 3. El aumento de complejos con estructura 
plegada observado en presencia de IHF es igualmente compatible con este 
modelo: por un lado IHF aporta una interacción adicional para la unión 
cooperativa de TodT a la Caja 3 y por el otro esta configuración propuesta 
enfrenta las proteínas: IHF y TodT de la Caja 1 favoreciendo su interacción 
y la consecuente estabilización de la estructura. Los estudios estructurales 
recogidos en la literatura sobre complejos ADN–IHF (Seong et al., 2002) 
describen una configuración angular inducida por la unión de IHF. El 
modelo aquí propuesto para la estructura del complejo ternario acepta la 
inducción de un ángulo por IHF, que sin embargo no cambia la 
configuración global del complejo con respecto a la del binario. En el 
complejo binario la estructura de horquilla se cerraría por interacción de las 
dos proteínas TodT en la caja 1 con la hebra del ADN opuesta en la 
estructura. 
De la conjunción de los resultados estructurales y bioquímicos se 
extrae que la cooperatividad de la unión reside en el dominio C-terminal 
(puesto que los mutantes C-TodT se unen al ADN con afinidad similar a la 
de TodT silvestre) y que por tanto la unión de fosfato (al dominio N-
terminal)  no afecta a dicha afinidad. Por otro lado, el dominio N-terminal 
resulta esencial para la formación de la estructura plegada, la estructura 
funcional del mecanismo de regulación, puesto que el mutante C-TodT no 
la genera. 
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Figura IV.17.  Modelo propuesto de configuración de tipo horquilla de los complejos 
binarios [TodT-ADNPtodX] y ternarios [TodT-IHF-ADNPtodX]. Se indican las tres cajas de 
unión de TodT, el sitio de unión del dímero de IHF, el vértice de la horquilla (asociado 
en el modelo con la hiperreactividad de la G-68) y la caja -10 de reconocimiento de la 
ARN-polimerasa. Se señala además la posición de la caja -35, inexistente en este 
promotor, para destacar el papel que juega IHF en la estabilización de la ARNp. 
 
El modelo de regulación inspirado por esta estructura se presenta 
en la Figura IV.18. La hipótesis defendida es la siguiente: TodT inhibe la 
transcripción a través de la interacción de la TodT de la caja 1 con las α-
CTDs de la ARN-polimerasa, mientras IHF estabiliza la interacción de la 
ARNp con su promotor, por interacción con la subunidad σ (como 
“substituta” de la caja -35). La fosforilación de TodT induce un cambio 
conformacional que presumiblemente afecta a la interacción con las α-
CTDs, lo que liberaría a la polimerasa (de otro modo “retenida”), sin 
deshacer necesariamente la estructura. Paralelamente mediante estas 
interacciones se está aumentando la probabilidad o la concentración local 
de la polimerasa en ese entorno, lo que hace de esta estructura una eficaz 
reclutadora de ARNp. Con ese modelo se pretendía explicar el papel de 
IHF como activador de la transcripción pudiendo coexistir con TodT 
mientras ésta realizaba su función inhibidora, reteniendo la ARNp. 
Los experimentos de mutagénesis in vivo demostraron que la caja 1 
es condición sine qua non para la activación de la transcripción de PTodX, 
reduciéndose la expresión hasta 10 veces, mientras que la alteración de las 
cajas 2 y 3 sólo reducía la expresión entre 2 y 4 veces. Éste es otro resultado 
que apoya el modelo propuesto, puesto que son principalmente TodT de la 
caja 1 e IHF las encargadas de cerrar la estructura tipo horquilla y de 
estabilizar la ARNp en el promotor. 
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Figura IV.18.  Modelo propuesto del mecanismo de regulación de la expresión del 
operón todX. 
 
En resumen: la estructura funcional encargada de la regulación de 
la transcripción desde el promotor PTodX propuesta es muy compleja. 
Requiere de la interacción entre los monómeros de TodT, el dímero de IHF 
y las distintas subunidades de la ARNp, y a su vez es activada por los 
cambios conformacionales inducidos por la fosforilación de TodT como 
respuesta del sensor TodS/TodT a la presencia de tolueno en el medio. 
 
IV.2.4 Perspectivas 
Quedaría confirmar el modelo estructural por comparación entre 
las estructuras de los complejos binario y ternario formados con el 
promotor silvestre y con los promotores mutados en cada uno de los tres 
sitios de unión de TodT. Sería también interesante estudiar el complejo 
cuaternario con la ARNp [ADN-TodT-IHF-ARNp]. 
 
El trabajo de este capítulo se realizó en colaboración con el Dr. Jesús 
Lacal, del grupo de Degradación de Tóxicos Orgánicos dirigido por el Prof. 
Juan L. Ramos (Departamento de protección medioambiental de la Estación 
Experimental del Zaidín, CSIC, Granada). 
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IV.3. Regulación de la transcripción en el microorganismo 
Azoarcus sp. CIB: 
 Papel del represor BzdR, de  su efector benzoil-CoA, y del activador 
AcpR en la regulación de la expresión del operón catabólico 
bzdNOPQMSTUVWXYZA.  
 
 
IV.3.1. Introducción 
 
La bacteria Azoarcus sp. CIB es una β-proteobacteria desnitrificante 
utilizada como modelo para el estudio del catabolismo anaeróbico de 
compuestos aromáticos, capaz de crecer anaeróbicamente a partir de diversos 
compuestos aromáticos, por ejemplo el benzoato, como fuente de carbono. 
Dicho organismo presenta un cluster génico, el “bzd” (Figura IV.19a), que 
codifica el catabolismo anaeróbico del benzoato organizado en dos unidades 
transcripcionales, los operones bzdR y bzdNOPQMSTUVWXYZA. Este último 
operón codifica las enzimas que activan, desaromatizan y rompen el anillo 
del benzoato generando moléculas activadas con CoA que pasan a las rutas 
metabólicas centrales de la bacteria, donde son degradadas por sucesivas 
reacciones de reducción, β-oxidación y rotura de los anillos aromáticos 
(Barragán et al., 2004 y 2005).  
El promotor PN controla este operón catabólico bzd y está regulado 
por dos proteínas: un activador, la proteína AcpR (un ortólogo de la proteína 
Fnr de E. coli) y un represor, la proteína BzdR, codificada por el gen 
localizado en la región anterior al cluster bzd con PR como promotor. 
Los efectores de ambos reguladores transcripcionales son el oxígeno 
y el benzoil-CoA. Como su ortólogo Fnr, AcpR une oxígeno (O2) y adopta 
una conformación que estabiliza su forma monomérica, inactiva, mientras 
que en ausencia de oxígeno AcpR dimeriza, y puede unirse al ADN y activar 
el promotor PN (Durante-Rodríguez et al., 2007). La presencia de benzoil-CoA 
previene la represión del promotor PN ejercida por BzdR. Por lo que se trata 
de un mecanismo de regulación doble o a dos niveles: por un lado, la 
presencia de una fuente de carbonos aromáticos (y con ella de benzoil-CoA) 
anula la represión de BzdR, y, por otro lado, el ambiente anaeróbico favorece 
la forma dimérica funcional del activador (cuya presencia resulta 
imprescindible para la transcripción desde el promotor PN). De este modo se 
evitan gastos superfluos de energía. 
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Figura IV. 19. Esquema del cluster “bzd” y del promotor PN.  
a) El gen bzdR y el operón catabólico bzdNOPQMSTUVWXYZA son expresados a partir de 
los promotores PR y PN. La proteína BzdR reprime el promotor PN y su efecto represor 
queda inhibido por el benzoil-CoA, que es el primer producto de la ruta catabólica del 
benzoato en condiciones anaeróbicas como muestra el recuadro. Una vez el benzoato es 
activado a benzoil-CoA (por una benzoato-CoA ligasa) entra en la serie de reacciones del 
metabolismo central de la bacteria pasando por todas las proteínas codificadas en el 
operón bzdNOPQMSTUVWXYZ.  
b) Muestra la secuencia del promotor PN, su sitio de inicio (+1), sus cajas -10 y -35 y el sitio 
de unión del ribosoma (RBS) y el codón de inicio ATG del gen bzdN. La secuencia 
enmarcada con trazo discontinuo es la de unión del activador AcpR y las secuencias 
recuadradas con trazo continuo corresponden a las de las tres regiones de unión de BzdR 
(I, II y III) y las flechas convergentes indican las secuencias palindrómicas a las que se une 
la proteína. (Esquema modificado de Barragán et al., 2005). 
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- Activador AcpR 
 
Figura IV.20. a) Modelo tridimensional de las proteínas ortólogas: Fnr de E. coli y AcpR de 
Azoarcus sp. CIB, compuestas por seis α-hélices, nueve láminas β, tres dominios de 
interacción con la ARN-polimerasa (AR1, AR2, AR3), coloreados en verde, rojo y amarillo, 
y un dominio HTH de unión al ADN (en naranja). b) Arquitectura del complejo formado 
por el promotor PN (ejemplo de promotor de clase II) y su activador, el dímero de Fnr, 
ortólogo de AcpR. Los promotores de clase II  tienen un sitio de unión centrado en torno a 
la posición -41,5 (bp) respecto de la posición +1 del inicio de la transcripción. Los dominios  
de interacción con la ARNp, AR1, AR2, AR3, están representados por un cuadrado, un 
triángulo y un círculo negros y contactan respectivamente con las subunidades α-CTD, α-
NTD y σ70 de la ARNp. c) Gel de retardo que muestra el complejo específico formado por 
la sonda PN y la proteína Fnr*, a concentraciones crecientes de esta última (0, 1, 2.5, 5, y 10 
nM en los pocillos 1-5 respectivamente).  d) Análisis de la huella frente a digestión con 
DNasa I de los complejos del promotor PN con Fnr, ARNp y con ambas proteínas 
simultáneamente. Las hipersensibilidades ante la digestión de la DNasa se muestran en el 
esquema expandido con la secuencia de la región protegida por Fnr (i.e. del sitio de unión 
de Fnr). Las llaves que la flanquean corresponden a las zonas protegidas por la RNAp 
(concretamente por sus subunidades α-CTD y σ70). (Figuras extraídas de Durante et al., 
2007). 
 
La proteína AcpR es una proteína de 27860 Da (248 aa), con estructura 
similar a la de su ortólogo Fnr (de E. coli) (Figura IV. 20a). AcpR es necesaria 
para que se produzca la transcripción del promotor PN, a pesar de que en su 
ausencia sí se forma el complejo cerrado de la ARNp con el promotor (como 
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indican los pocillos 5-7 del gel de la Figura IV. 20d). AcpR actúa a nivel del 
reconocimiento y la unión de la polimerasa en el promotor, y también a nivel 
del inicio de la transcripción (de la formación del complejo abierto). Los 
ensayos de footprinting (Figura IV.20d) mostraron que Fnr se une a una 
secuencia consenso centrada en la posición -41,5 (respecto de la +1 del 
promotor), solapando con la caja -35, por lo que podría establecer contactos 
con la ARN-polimerasa, a través de las subunidades αCTD, αNTD y σ de ésta 
(Figura IV.20b). Por ello PN es clasificado dentro del grupo de “promotores 
de clase II” comentados en la Introducción (Figura I.36b), en este caso 
“dependientes de Fnr”. Asimismo, esta secuencia de unión solapa en seis 
bases con la del sitio I del represor BzdR y queda cercada por el sitio II (que 
comienza en la posición -45) lo que sugiere un control fino del mecanismo de 
regulación.  
 
- Represor BzdR 
 
Figura IV. 21. a) Reconstrucción de la estructura modular de BzdR con sus dos dominios 
N-terminal y C-terminal. N-BzdR (A) contiene el dominio HTH de unión al ADN, con sus 
cinco hélices unidas por loops (en marrón). C-BzdR (B) contiene cinco láminas β (rojo) y 
ocho hélices α (azul) y un sitio de unión de fosfato (P-loop) que interacciona con la 
molécula de Bz-CoA. C y D muestran un modelo de la unión de la benzoil-CoA en las 
cavidades del dominio C-BzdR, realizado mediante un ajuste manual. (C) muestran la 
localización de los residuos de adenina, pantotenato y mercaptoetilamina y (D) la del 
benzoilo terminal. (Figura extraída de Barragán et al., 2005). b) Estructura molecular del 
efector Benzoil-CoA (3'-fosfoadenosin 5'- (3- {(3R)-4- [(3-{[2- (benzoilsulfanil)etil]amino}-3-
oxopropil)amino]- 3- hidroxi- 2,2- dimetil- 4- oxobutil} dihidrógeno difosfato según la 
nomenclatura de la IUPAC y de fórmula molecular:  C28H40N7O17P3S), donde se indican los 
residuos mencionados en C y D.   
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La proteína BzdR (Figura IV.21) es una proteína de 33489 Da con 
estructura modular, con dos dominios unidos por un linker flexible de 40 
aminoácidos. El dominio N-terminal se une al ADN mediante un dominio 
HTH (helix-turn-helix) y el dominio C-terminal une el efector benzoil-CoA. 
BzdR es el primer miembro de una nueva subfamilia de reguladores 
transcripcionales (Barragán et al., 2005).  
Los ensayos de retardo (Figura IV. 22a) y de Ultracentrifugación 
analítica (UCA) muestran que BzdR se encuentra en forma de dímero en 
solución (también los forma su mutante con sólo el dominio N-terminal, N-
BzdR) y las reconstrucciones realizadas a partir de micrografías de 
microscopía electrónica conceden al dímero unas dimensiones de  [6-7, 8-9, 6-
7nm] (Figura IV.22 b).  
 
Figura IV.22. a) Ensayos de retardo y b) reconstrucción tridimensional de BzdR obtenida 
por microscopía electrónica y procesamiento de imagen que demuestran que BzdR es un 
dímero en solución. El plano vertical representa el plano de simetría entre ambos 
monómeros. (Figuras y resultados facilitados por Gonzalo Durante). 
  
- Unión del efector de BzdR (BzCoA) 
Al unir el efector benzoil-CoA (Figura IV. 21b) se produce un cambio 
conformacional de BzdR hacia una estructura más compacta según los 
resultados de Ultracentrifugación Analítica (UCA), que no ha podido ser 
caracterizada pues no se adhiere a la rejilla de ME. Esto puede ser debido 
bien a un cambio de la polaridad de los residuos que exponga la superficie de 
la nueva estructura (negativos para ser repelidos por la rejilla), bien a un 
desplegamiento de la cadena proteica. (El punto isoeléctrico de esta proteína 
es ~ 6,7, siendo el intervalo de trabajo: 7-8,5). 
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- Unión de BzdR al ADN 
En la región del promotor PN, el genoma de Azoarcus presenta tres 
sitios definidos de unión del represor BzdR (las regiones I, II y III 
recuadradas en la Figura IV.19b), y un total de cuatro palíndromos de 
reconocimiento) (Barragán et al., 2005; Durante et al., 2008). No obstante, las 
distancias entre los palíndromos son muy distintas. La gran separación entre 
los dos palíndromos del extremo del sitio I exige que la secuencia intermedia 
sea flexible para unir ambos monómeros, y la alta proporción de bases ATs de 
esta región confiere dicha flexibilidad. Esta unión ADN-proteína tiene lugar 
mediante el dominio HTH en la región N-terminal de BzdR. Cada monómero 
contiene un dominio HTH, con cinco hélices α, de las cuales al menos dos 
realizan el contacto con el ADN (en general estos dominios contactan con el 
surco mayor del ADN) interaccionando con secuencias palindrómicas 
contenidas en el promotor (señaladas con flechas confluentes en la Figura 
IV.19b). Se trata del único ejemplo de esta familia en la que la unión se realiza 
como dímero (siendo lo habitual: tetrámeros con un único dominio HTH por 
monómero). 
Experimentos de electroforesis han demostrado la formación de dos 
complejos nucleoproteicos específicos distintos entre el promotor PN y BzdR, 
en función de la concentración de proteína (Figura IV.23b). Esto puede 
indicar una distinta estequiometría, sin embargo idénticos ensayos de retardo 
realizados con el dominio N-terminal de BzdR no muestran más que dos 
bandas: las correspondientes a la sonda libre y a un complejo específico [PN - 
N-BzdR]. Este resultado parece indicar la posible existencia de una 
superestructura basada en interacciones proteína-proteína que el mutante N-
BzdR no es capaz de establecer. La unión de BzdR induce por tanto cambios 
conformacionales en el ADN que se manifiestan en las hipersensibilidades 
del footprinting mostradas en la Figura IV.23a. Además en la huella se 
observan regiones, como la señalada en naranja, que parecen indicar un 
plegamiento de la cadena. 
La unión de la proteína nativa a sus cajas presenta gran 
cooperatividad (Figura IV.23c). Mediante UCA (Figura IV.23d) se ha 
estudiado la estequiometría de los complejos en presencia de proteína en 
exceso. Se ha podido resolver de forma inequívoca la estequiometría de los 
complejos con el mutante N-BzdR (1:8), y se ha definido una estequiometría 
de forma no concluyente para los complejos con la proteína nativa BzdR de al 
menos ocho monómeros (1:8 ó 1:10). El posible quinto dímero podría unirse a 
través de una interacción proteína-proteína que, sin embargo, no ha sido 
demostrada). Un indicio de este quinto dímero aparece en la huella de la 
Figura IV.23a, en la que se obstruye el espacio entre los dos palíndromos del 
sitio I a medida que se aumenta la concentración de proteína. El sitio I se 
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encuentra sobre la caja -10 y el principio de la caja -35 del promotor, y 
solapando con el sitio de unión del activador AcpR (Figura IV.19b).  
 
 
Figura IV.23. a) Ensayo de huella (o footprinting) con DNasa I en un gel de poliacrilamida-
urea de los complejos entre BzdR (su mutante con Histidinas para la purificación) y la 
sonda con el promotor PN (ADNPN). Las regiones protegidas por la proteína (I, II, III) están 
marcadas por llaves y las hipersensibilidades (de los enlaces fosfodiéster ante la actividad 
de la DNasa I) por asteriscos. (Figura extraída de Barragán et al, 2005). b) Gel de retardo de 
migración de complejos nucleoproteicos [ADNPN–BzdR] con concentración creciente de 
proteína de los pocillos 1 al 7 (0, 2.5, 5, 10, 25, 50, y 100 nM respectivamente) y constante de 
PN. Las flechas indican las bandas correspondientes a la sonda libre y a los dos complejos 
específicos [ADNPN–BzdR] “1” y “2”, de mayor y menor movilidad. (Figura extraída de 
Barragán et al, 2005). c) Ensayo de Ultracentrifugación Analítica que manifiesta la 
cooperatividad de la unión tanto de BzdR como del mutante N-BzdR. d) Ensayo de 
Ultracentrifugación Analítica que demuestra la estequiometría de los complejos 
nucleoproteicos: [ADN(PN)-N-BzdR8] y [ADN(PN)-BzdRx], donde x puede ser 8 ó 10. La 
diferencia entre los coeficientes de sedimentación de los complejos formados con BzdR y 
con N-BzdR no corresponde únicamente a un  cambio de masa sino que indica además un 
cambio de forma. (Figuras y resultados facilitados por Gonzalo Durante).  
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Acción del efector benzoil-CoA  
 
 
Figura IV.24. a) Ensayo de actividad de la beta-galactosidasa en un experimento de fusión 
del promotor PN con lacZ en presencia de BzdR, N-BzdR y C-BzdR. b) Ensayo de 
transcripción in vivo en cepas con BzdR y N-BzdR en presencia o ausencia de Benzoil-CoA. 
(Figuras y resultados facilitados por Gonzalo Durante). c) Gel de retardo de migración de 
complejos nucleoproteicos [PN–BzdR] (pocillo 1) y de éstos en presencia del efector 
benzoil-CoA en concentración creciente de los pocillos 2 al 5 (de 250μM a 2mM) y en 
presencia de un análogo del benzoil-CoA no funcional: el benzoato. Las flechas indican las 
bandas correspondientes a la sonda libre y a los dos complejos específicos [PN–BzdR] “1” y 
“2”, de mayor y menor movilidad que se ven afectados por la presencia del efector. (Figura 
extraída de Barragán et al, 2005).  
 
Experimentos de transcripción in vitro e in vivo confirman que BzdR  
es un represor que ejerce una represión equivalente a la del dominio N-
terminal por sí sólo, y demuestran que la presencia del efector Benzoil-CoA 
anula el efecto represor de BzdR (Figuras IV.24b y IV.24c), inhibiendo la 
unión de BzdR al ADN, lo que se deduce de la disminución significativa de la 
banda del complejo [PN-BzdR] “2” en presencia de benzoil-CoA (Figura 
IV.24b). La banda del complejo “1”, de mayor movilidad, no llega a 
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desaparecer, lo que indica que en presencia de Bz-CoA, BzdR no se despega 
de todos los sitios. Estos resultados parecen indicar que es el complejo “2” el 
encargado de la represión. El mecanismo por el que la benzoil-CoA inhibe la 
función represora de BzdR y la estructura de los complejos ([ADN-BzdRx] y 
[ADN-BzdRx-BzCoA] se desconoce, y el objetivo de la caracterización 
mediante AFM era el de aportar información estructural de alta resolución 
que contribuyera a la comprensión de dicho mecanismo de acción.  
 
 
Figura IV.25. Sonda “PNL” para experimentos de AFM (1225 pb; 414 nm). a) Sonda de 
ADN obtenida por PCR usando como molde el plásmido pCOR7,  que incluye el gen BzdR, 
el promotor PN y el gen bzdN. Se amplificó una región de 1225 pb con los oligonucleótidos 
3REG (5’-GGGGTACCCGTGCATCAATGATCCGGCAAG-3’)  
y N3’ (5’-TTCAGCATCTCGTTGTGCTC-3’).  
b) Esquema del fragmento donde se indican el número de pares de bases y su 
correspondencia en nm de cada caja de unión de BzdR y su distancia a los extremos. 
 
Planteamiento de los experimentos de AFM 
 
Las preguntas que se buscaba resolver con los experimentos de 
microscopía de fuerzas atómicas fueron: 
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1. Cuál es la estructura del complejo formado por PN con BzdR, y si existe 
más de una estructura específica para este complejo. 
2. Qué cajas son necesarias para formar esta estructura. 
3. Cuál es la estequiometría del complejo, y más concretamente: Cuántos 
dímeros de BzdR ocupan el sitio de unión I. 
4. Cuál es el efecto a nivel estructural de la Benzoil-CoA. (Y si se confirma que 
su análogo Benzoato no es activo como inhibidor de la función represora de 
BzdR). 
 
 
Figura IV.26.  Sondas empleadas: a) PN larga, b) PN corta, c) mini I, d) mini I+II, que 
contienen respectivamente los tres sitios de unión (PN larga y PN corta), el sitio I (mini I) y 
los sitios I y II (mini I+II). 
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Figura IV.27. Ejemplo de dos campos con las sondas PNL (413 nm) y miniI (260 nm). 
 
Las condiciones utilizadas en la formación de los complejos y de 
preparación de las muestras de AFM se especifican en los apartados III.3 y 
III.4.B del capítulo III de Materiales y Métodos. 
 
 
IV.3.2. Resultados 
 
En la caracterización de las muestras de complejos incubados con BzdR y 
la sonda PNL (aquélla que contiene los tres sitios de unión en su secuencia), se 
obtuvo un conjunto de complejos heterogéneo, compatibles con la distinta 
ocupación de los sitios. 
En las Figuras IV.28 y IV.29 se muestran ejemplos de complejos en los 
que es posible afirmar que BzdR ocupaba los sitios: 1, [1 y 2], [1 y 3] y [2 y 3]. 
 
Figura IV.28.  Ejemplos de complejos lineales con distinta ocupación de los sitios. 
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Figura IV.29. a1) Ejemplo de un complejo con proteína ocupando los sitios 1 y 3. El perfil 
de la cadena del complejo (a2) muestra las distancias de las proteínas a los extremos del 
fragmento (siendo los esperados 121 y 233nm) y el ancho de las mismas a media altura 
(longitudes de la huella: 7 y 21nm). La punta empleada en la toma de esta imagen resultó 
ser más fina de lo habitual (de 6nm de diámetro según indica el perfil del ADN desnudo) 
lo que permitió resolver con mayor fiabilidad los dímeros de BzdR en el complejo. b1) 
Ejemplo de un complejo que parece mostrar dos dímeros de proteína en el sitio 1. El perfil 
b2, trazado como representado en la figura del recuadro, muestra la diferencia de alturas 
entre ADN y proteína de ~1,25 nm. 
 
Además se encontró una estructura más compacta (Figura IV.30), 
bastante frecuente, sobre la que se realizó un estudio más profundo, 
buscando explicar su configuración y la posición de los distintos sitios en la 
misma, y su posible papel funcional. 
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Figura IV.30.  Ejemplos de complejos con estructura compacta. 
 
Mientras la altura promedio de la proteína en los complejos lineales 
era de 1,2 ± 0,2 nm (N=12) sobre la altura de la cadena de ADN, la de estas 
superestructuras era de 2,3 ± 1,1nm (N=14). 
La longitud de los brazos emergentes en estos complejos es de 
108,9±20 nm y 199,9±44,2 nm (N=16), algo menor que los esperados para la 
distancias medidas entre los extremos de la sonda y el comienzo de los sitios 
3 y 1 (121 nm y 233 nm respectivamente).  
 
La longitud total se reduce un 18% en promedio si se mide la 
extensión de una supuesta estructura tipo horquilla, como la propuesta para 
el sistema anterior de TodT. Sin embargo, la longitud del perfil trazado en 
forma de lazo en torno a la proteína (como el indicado en la Figura IV.31a) 
lleva a un valor compatible con los 414 nm esperados (398,6 ± 28,9 nm) 
(N=14). Suponiendo que en esta configuración el ADN abraza el cúmulo de 
proteína se midió el perímetro del lazo en 14 complejos. Lo que dio lugar a un 
promedio de 99,4 ± 14 nm que contendría los tres sitios.  
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El ancho a mitad de altura de estas superestructuras (medido como 
descrito en la Figura IV.31.b2) es de 26 ± 6 nm (N=10) lo que da lugar a un 
volumen (de casco de esfera, Figura IV.31b3) que acepta 5 dímeros 
(exactamente 5,3 veces el volumen de un dímero calculado como un cilindro 
con las dimensiones resueltas por microscopía electrónica). 
 
 
Figura IV.31 Complejos que presentan una superestructura. a) Imagen de uno de estos 
complejos donde se especifican las dimensiones de los brazos de ADN. b) Estudio del 
volumen de la superestructura. b2 muestra el perfil trazado en b1 y las dimensiones de la 
superestructura. b3 muestra el casco de esfera al que se aproximaría el volumen del 
conjunto y un cilindro con las dimensiones resueltas por ME para un dímero de BzdR. c) 
las estrellas indican los posibles dímeros de BzdR separados del ADN al deshacer el 
hipotético bucle de a). Sus dimensiones no pueden ser resueltas al ser menores que el 
diámetro efectivo de la punta, pero sí son coherentes entre sí (~17nm * ~9nm y 3nm de 
alto). 
 
Estos resultados permiten proponer el modelo que presentaré en la 
discusión que sigue. 
Las muestras de complejos formados con la sonda “mini I+II” 
también contenían superestructuras algo menos voluminosas (Figura IV.32) e 
igualmente coherentes con una configuración del ADN en bucle. 
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Buscando resolver el número de dímeros que se unen al sitio I se 
analizaron los complejos formados por BzdR con la sonda mini I, contenedora 
de tan sólo el sitio I. En la Figura IV.33 se muestran complejos con todo el 
sitio I recubierto sin posible distinción entre dímeros (a), con dos dímeros 
separados (b) y dos contrapeados (c) e incluso con un agregado de proteína 
en el extremo de la sonda formado por interacción proteína-proteína, como 
los observados en los experimentos de UCA y electroforesis. De esta forma no 
ha sido posible resolver la ocupación del sitio I. 
 
Figura IV.32.  Ejemplo de complejo formado con la sonda mini I+II (281nm) y esquema del 
perfil con forma de bucle trazado sobre el mismo. 
 
Figura IV.33.  Ejemplos de complejos formados con la sonda mini I 
                                                                                                            IV.3. Resultados 
 
 116 
A continuación se estudió el efecto sobre estos complejos de la Benzoil-
CoA, efector de la activación de la transcripción, y de su análogo Benzoato, no 
funcional y usado como control negativo. Mientras que el número de complejos y 
la aparición repetida de las superestructuras se mantenía invariable al incubar la 
sonda PNL y BzdR (1:42) en presencia de Benzoato 2mM (Figura IV.34b), al 
añadir BzCoA 2mM se apreció una disminución del número de complejos, en 
especial de los complejos que presentaban una superestructura (Figura IV.34c). 
Las figuras IV.34 c2 y c3 muestran dos ejemplos encontrados de estas últimas. Si 
bien no es un resultado cuantitativo, sí es un resultado que apoya el modelo que 
discutido más adelante.  
 
 
Figura IV.34. Complejos [PNL-BzdR] (1:42) incubados en tampón T (a), y en presencia de 
Benzoato 2mM (b) y de BzCoA 2mM (c). Las flechas en las imágenes más amplias señalan 
complejos con proteína. Las imágenes b2, b3, c2 y c3 muestran ejemplos de los complejos 
encontrados en ambas muestras. 
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IV.3.3. Discusión.  
 
Regulación del operón Bzd 
Los datos bioquímicos presentados en la introducción apuntan a la 
presencia de un plegamiento importante del ADN y a la formación de una 
superestructura. Así lo reflejan el patrón complejo de hipersensibilidades 
observadas en los ensayos de footprinting al aumentar la concentración de 
BzdR (Figura IV.23a) y las tres bandas encontradas en los experimentos de 
retardo (Figura IV.23b). La caracterización estructural con AFM ha permitido 
verificar la formación de esta superestructura (Figura IV.30). A pesar de que 
la proporción de complejos con esta configuración es escasa hay motivos para 
pensar que es un resultado relevante. Por un lado la estructura es muy 
reproducible. Por otro lado, las condiciones de formación de complejo 
empleadas no garantizaban una gran representación de esta superestructura 
(condiciones semejantes a las del tercer carril del retardo de la Figura IV.23b). 
Además el porcentaje de complejos observables por la técnica (adheridos y 
conservados sobre la superficie de la mica) no es el que se da en solución sino 
muy inferior (como será discutido en el capítulo V, de Discusión) (Sorel et al. 
2006). 
 
Los resultados de los ensayos de transcripción in vitro e in vivo 
manifiestan que el activador (AcpR) y el efector (BzCoA) son imprescindibles 
para que se dé la transcripción desde el promotor PN en presencia del 
represor (BzdR).  
Se ha descrito que el activador es necesario para el reconocimiento del 
promotor y para la formación del complejo abierto, presumiblemente por 
estabilización de la interacción ADN-ARNp. Su sitio de unión solapa 
parcialmente con el del sitio I del represor, y queda confinado por el otro 
extremo por el sitio II (Figura IV.19b). Compite por tanto con el represor por 
una región del ADN común, siendo el represor el que prevalece a igual 
concentración de ambos. El represor presenta una afinidad máxima por su 
secuencia de unión más distante o extrema del sitio I, y una afinidad mínima 
por la secuencia de unión también del sitio I más cercana al sitio II, siendo la 
última en ocuparse, justo la que solapa con el sitio de unión del activador.   
Por otro lado se ha descrito que el efector (Benzoil-CoA) es necesario 
para inhibir la acción represora de BzdR. Se desconoce, sin embargo, el 
mecanismo de esta inhibición. 
N-BzdR, el mutante de la proteína con sólo el dominio N-terminal, 
con una afinidad por el ADN un poco inferior que la de BzdR resulta ser un 
represor 100% funcional. Sin embargo carece de un bolsillo de unión del 
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efector Benzoil-CoA y no advierte su presencia, con lo que su represión es 
irreversible. Es decir que N-BzdR es un “super-represor”. 
Esto parece indicar que la represión tiene lugar por oclusión del 
promotor PN (Figura IV.19), de sus cajas -10 y -35 de reconocimiento de la 
ARNp (dentro del sitio I de unión de la proteína BzdR) y de la secuencia de 
unión del activador AcpR (que también solapa parcialmente con la del sitio I), 
necesario para que se inicie la transcripción. Por tanto: la hipótesis de partida 
sobre el funcionamiento del efector (el Bz-CoA) le atribuía el poder de separar 
la proteína del ADN al unirse a BzdR e inducir un cambio conformacional de 
esta proteína. Sin embargo la disociación del complejo en presencia de Bz-
CoA no es total. Los ensayos de retardo muestran una banda residual 
correspondiente al complejo cuando se incuba con un exceso de efector, y los 
experimentos equivalentes de AFM mostraban igualmente complejos, eso sí, 
con una disminución aparente del número de superestructuras. 
Según esto, el sitio I sería ya suficiente para ejercer la represión (por 
oclusión) y para que esta represión (y con ella: la transcripción del promotor) 
fuera regulable con la acción del efector. Sin embargo, los resultados 
bioquímicos no confirman esta hipótesis. Se analiza a continuación la función 
de los distintos sitios de unión del represor.  
La sonda “mini I” con sólo el sitio I ya presenta represión plena en 
presencia de BzdR, lo que indica que la sola oclusión de esta región que 
incluye las cajas de la polimerasa ya es suficiente para la represión. No 
obstante, los ensayos de transcripción in vitro con esta sonda muestran que la 
presencia de BzCoA no logra des-reprimir el sistema. (Otro resultado que 
contradice la hipótesis inicial sobre el efector como agente separador del 
complejo).  
La sonda mini I+II (sin el sitio III), sin embargo, sí se comporta igual 
que la sonda nativa, PN, en los ensayos de transcripción in vitro: en presencia 
de AcpR se da la transcripción, y ésta es reprimida en presencia de BzdR y 
reactivada al introducir BzCoA en el medio. Además en los ensayos de 
retardo de la sonda mini I+II con BzdR aparecen tres bandas equivalentes a 
las de los retardos de la sonda con los tres sitios, Figura IV.23b). Una banda 
corresponde a la sonda libre. Las otras dos bandas se pueden asociar a dos 
complejos distintos, coherentes con los resultados de los experimentos de 
AFM con esta sonda, en los que se caracterizaron complejos con ocupación 
parcial y también formando una superestructura (Figura IV.32). Esto sugiere 
que los sitios II y III (o quizás ya sólo el III) intervienen entonces en la 
dinámica del proceso. 
 
Los resultados estructurales obtenidos junto con el cuerpo de 
resultados bioquímicos previos presentados en la introducción de este 
                                                                                                            IV.3. Resultados 
 
 119 
capítulo son compatibles con un modelo que acepta la participación de esta 
superestructura en el mecanismo de regulación y que discuto a continuación. 
 
 
Figura IV.35. Modelo de mecanismo funcional 
 
 
La Figura IV.35.a muestra un modelo de la configuración de la 
superestructura encontrada: un bucle cerrado por la interacción entre las 
proteínas de represor. La unión posterior del efector genera un cambio 
conformacional que seguramente reduzca la afinidad entre proteínas (aunque 
esto no ha sido demostrado) y entre proteína-ADN. Esto provoca el 
desplegamiento de la superestructura (Figura IV.35b). Entonces se revela la 
presencia del activador AcpR, si se encontraba oculto formando parte del 
bucle (como representado en la figura), o queda descubierta su secuencia de 
unión para que pase a ocuparla. (Los ensayos de retardo no logran demostrar 
de forma irrebatible la presencia de AcpR en el complejo con BzdR, pero sí 
apuntan hacia esta idea). En cualquier caso el activador ya es accesible a la 
ARNp, que, una vez unida, compite con la BzdR (aún menos afín al ADN por 
haber unido BzCoA) desalojándola del sitio I y comenzando la transcripción. 
BzdR presenta una gran tendencia a agregar y quizás se generen estructuras 
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aún más complejas que las descritas, con más dímeros que los directamente 
unidos al ADN, todavía más impenetrables, e igualmente funcionales 
(desarticuladas en presencia del efector por reducción de la afinidad proteína-
proteína).  
La función de la superestructura parece ser por tanto la de impedir la 
entrada del activador, o su reconocimiento por parte de la ARNp, asegurando 
de manera rotunda la invisibilidad del promotor PN hasta que se vuelva 
necesaria la activación de la ruta catabólica de compuestos aromáticos que 
controla. Dado que el complejo BzdR-ADN parece ser constitutivo, sólo 
cuando aparezca una fuente de carbonos aromáticos (y entonces se genere 
BzCoA) se desplegará el supercomplejo, y en caso de encontrarse la bacteria 
en condiciones anaeróbicas (lo que induce la dimerización de la AcpR y su 
unión al ADN) la ARNp podrá reconocer su promotor y, estabilizada por la 
AcpR, dar lugar al complejo abierto y comenzar la transcripción del cluster 
bzd, que codifica los metabolitos de la ruta.  
Se trata de un sistema de regulación muy complejo y muy sutil, que 
cuenta con un gran número de participantes bien coordinados, y muy robusto, 
dadas la eficacia de la represión y la rápida respuesta ante la aparición del 
efector. 
 
 
IV.3.4 Perspectivas 
 
Quedan pendientes los experimentos de AFM sobre los complejos 
ternarios con el activador (ADNPN BzdRx AcpR2) que quizás desvelen la 
presencia de este último dentro de la superestructura (presencia no detectada 
en los retardos), y sobre los complejos de la sonda PN con el mutante NBzdR 
para comprobar si ciertamente la superestructura se debe a la interacción 
proteína-proteína entre los dominios C-terminal, los que unen BzCoA, o si 
por el contrario el propio dominio N-terminal participa también de esta 
interacción.  
Con este capítulo queda ilustrado cómo la información estructural de 
alta resolución que aporta el AFM al estudio de este tipo de sistemases muy 
valiosa para entender y complementar, como una pieza de puzzle, un cuerpo 
de resultados procedentes de otras técnicas. 
 
 
Todos los resultados bioquímicos presentados en este capítulo han 
sido facilitados por el estudiante de doctorado Gonzalo Durante o extraídos 
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de publicaciones realizadas por el grupo de investigación de Biología 
Medioambiental (CIB, CSIC) en el que ha realizado su tesis doctoral dirigido 
por los investigadores Manuel Carmona y Eduardo Díaz. 
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IV.4. Regulación de la transcripción en el bacteriófago Ø29 
 
Los tres epígrafes precedentes (IV.1, IV.2 y IV.3) constituyen 
distintos ejemplos de  aportación de la caracterización estructural de 
moléculas individuales proporcionada por el AFM a la comprensión del 
mecanismo molecular de regulación de la transcripción. Aprovecharé las 
discusiones de resultados anteriores para exponer el proyecto más extenso 
de esta tesis: la caracterización de la regulación de la transcripción en el 
bacteriófago Ø29 mediante AFM, concretamente del mecanismo regulador 
del paso de la transcripción temprana a la tardía. 
 
IV.4.1. Introducción 
 
El bacteriófago Ø29 es un virus que infecta de forma lítica a la 
bacteria Bacillus subtillis. Su genoma contiene al menos 20 genes, 
codificados en un ADN de doble banda de 19285 pb (~6,5 μm), 
representado en la Figura IV.36. La expresión del genoma tiene lugar en 
dos estadios: el “temprano” y el “tardío”. 
 
Figura IV.36. Mapa del genoma de Ø29. Se indican los principales promotores desde 
los que se transcriben los genes tempranos (representados en gris claro) y los tardíos 
(en gris oscuro). 
 
Tras la absorción del virus en la membrana bacteriana (Figura 
IV.37) el genoma es inyectado y recluta la ARN-polimerasa bacteriana 
iniciándose la transcripción del material genético desde los llamados 
“promotores tempranos” A2c y A2b (Figura IV.37b). Los genes tempranos 
codifican las proteínas p1, p2… hasta p6, todas ellas involucradas en la 
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replicación del genoma (concretamente la p2 es la ADN-polimerasa) y en 
la regulación de la transcripción (que requiere de las proteínas p4 y p6).  
 
Una vez que p4 y p6 han sido sintetizadas tiene lugar un cambio en 
el sentido de la transcripción: el promotor A3, “promotor tardío”, es 
activado mientras que los promotores A2c y A2b son reprimidos (Figura 
IV.37c). Se transcriben entonces los genes tardíos que codifican proteínas 
sólo necesarias para la morfogénesis del virus y la lisis de la bacteria, i.e. 
proteínas estructurales de la cápsida del virus, de la maquinaria 
empaquetadora del ADN y de las proteínas encargadas de la lisis final de 
la membrana bacteriana (precisamente: el gen 14 codifica la “holina” y el 
gen 15 la “lisozima”). Todas ellas son inútiles e incluso letales durante las 
primeras etapas de la infección. (Meijer et al., 2001) 
 
 
 
Figura IV.37. Representación esquemática de la infección de la bacteria B. Subtillis (a), y 
del sentido de lectura de la ARN-polimerasa bacteriana en las etapas de transcripción 
temprana (b) y tardía (c) a partir de los promotores. 
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Se determinó mediante ensayos bioquímicos la formación de un 
complejo nucleoproteico [ADN p4x p6y] regulador y su participación 
directa en el mecanismo que organiza temporalmente la expresión de los 
genes del fago. En el presente trabajo se caracteriza  mediante AFM la 
estructura de este complejo nucleoproteico regulador de la transcripción. 
 
Precedentes bioquímicos y estructurales 
 
La proteína p4 (~15 KDa) es un factor transcripcional específico de 
secuencia que se une en forma de homodímero a cuatro sitios agrupados 
en dos regiones, intercaladas entre los tres promotores (A2c, A2b, A3), 
como se representa en la Figura IV.38a (Camacho y Salas, 2001a, 2004). Los 
sitios 1 y 3 de unión, por los que p4 muestra mayor afinidad, solapan con 
las secuencias de las cajas “-35” de los promotores tempranos. De esta 
forma, p4 compite con la ARN-polimerasa inhibiendo parcialmente la 
transcripción desde ambos promotores (Mendieta et al., 2007). 
 
 
 
Figura IV.38. a) Esquema de la región de los promotores. Los promotores tempranos, 
A2c y A2b, y el tardío, A3, se encuentran agrupados en una región de 219 pb. b) 
Esquema del fragmento empleado para el AFM. Se trata de un fragmento de 1189 pb y 
~402 nm de longitud (calculada a partir del número de pb: 0.338 nm/pb), que contiene 
la región de los promotores situada asimétricamente respecto de los extremos. (La 
metodología de obtención y purificación se detalla en el capítulo III, de Materiales y 
Métodos, apartado 3.1). 
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La proteína p6 es una proteína nucleoidea (~12 KDa) que se une 
con baja afinidad, sin especificidad de secuencia y en forma de dímero a 
todo el genoma. Además, se une a la región de los promotores A2b, A2c y 
A3 sinérgicamente con p4, formando un complejo multimérico donde el 
dímero de p4 del sitio2 es desplazado (resultado de ensayos de 
footprinting).  (Camacho y Salas, 2001, 2004). 
 
 
Figura IV.39. Datos estructurales anteriores sobre los complejos [p4x-ADN] a) 
Representación de la superficie electrostática del dímero de p4. La región de interacción 
con el ADN es rica en residuos cargados positivamente (en azul). b) Estructura resuelta 
por difracción de Rayos X del complejo cocristalizado de un dímero de p4 unido a un 
fragmento de ADN con la secuencia del sitio 3 de unión de p4, [ADNsitio3-p42], 
induciendo un ángulo de 70º  (Badía et al., 2006). c) y d) muestran los ángulos inducidos 
por p4 en dos fragmentos distintos de ADN que contienen cada uno una única región 
de unión, resueltos por experimentos de Permutación Circular. Los valores promedio 
de las regiones I y II fueron: 86º y 85º respectivamente (Pérez-Lago et al., 2005a; Rojo et 
al., 1990). Las flechas señalan los centros de curvatura localizados por esta técnica.  
 
Estudios previos realizados por cristalografía de Rayos-X  sobre la 
estructura de los complejos [p4x-ADN] (de unión específica) habían 
descrito que cada dímero flexiona la cadena de ADN al unirse a su sitio 
(Badía et al., 2006). Experimentos de Permutación circular demostraron que 
p4 provoca un ángulo mayor al unirse a un fragmento de ADN con la 
secuencia de dos sitios de unión contiguos (región I: Pérez-Lago et al., 
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2005a; y región II: Rojo et al., 1990). El dominio de reconocimiento del sitio de 
unión de p4 es una subestructura tipo garfio en el extremo N-terminal, N-hook, 
que se inserta en el surco mayor de la doble hélice (Figura IV.39b). La 
curvatura inducida (cóncava en este caso) permite que los dominios de las dos 
p4 del homodímero contacten simultáneamente el ADN en dos puntos 
separados por tres vueltas de la hélice (~10 nm). (Mendieta et al., 2007).   
Esta curvatura inducida sobre el ADN podría estar relacionada con 
el mecanismo interruptor del paso de la transcripción temprana a la tardía. 
Existen varios ejemplos en los que se observa que la configuración angular 
inducida por un factor de transcripción es la efectora de un cambio o la 
responsable de la regulación: el de TtgV de Pseudomonas Putida (del 
capítulo IV.1), y los complejos de los factores:  Hu  (Kar et al., 2001; Semsey 
et al., 2002; van Noort et al., 2004), IHF (Seong et al., 2002; Dame et al., 2005) 
y Fis (Zhang et al., 2004) de E. coli. 
 
Figura IV.40. Datos estructurales de partida sobre los complejos [p6n-ADN] a) 
Micrografías de complejos formados por un fragmento de 6,1 kbp del extremo del 
genoma de Ø29 y p6, y fijados con glutaraldehído (Prieto et al., 1988). La polimerización 
de p6 inicia en el extremo, presumiblemente partiendo de la proteína terminal p3, 
presente en la incubación, como punto de nucleación. b) modelo inducido de los 
resultados de UCA (Abril et al., 1997) por el que el ADN envuelve un filamento 
proteico de p6, siguiendo un superenrollamiento positivo (Alcorlo et al., 2009). 
 
La información anterior sobre los complejos [p6-ADN] procede de 
experimentos de ultracentrifugación analítica (UCA) (Abril et al., 1997; 
Alcorlo et al., 2009) y de microscopía electrónica (Prieto et al., 1988; Serrano 
et al., 1993; Gutiérrez et al., 1994; Abril et al., 1999). Mediante ambas 
técnicas se ha observado que a altas concentraciones de proteína (~10 μM) 
se forman polímeros [p6n-ADN] en los extremos del genoma (Figura 
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IV.40), y que la proteína forma filamentos por sí misma (Abril et al., 1999). 
p6 parece unirse como dímero por interacción con el surco menor del ADN 
y con una periodicidad de 12 pb por monómero (Freire et al., 1994). 
 
Estudio estructural de moléculas individuales realizado mediante AFM 
 
Los siguientes pasos consistían en resolver la estructura del 
complejo [p4x-ADN] con un fragmento de ADN que contuviera los cuatro 
sitios de unión de p4, la estructura del complejo ternario con p4 y p6, y la 
del complejo cuaternario (en presencia adicional de la ARN-polimerasa). 
Estas estructuras resultan imposibles de cristalizar y muy complicadas de 
analizar por técnicas de bulk, y por ello convenía pasar a las técnicas de 
moléculas individuales (“single molecule”). Además con esta 
aproximación se podrían detectar diversas poblaciones conformacionales, 
composicionales y estequiométricas en caso de estar presentes en las 
muestras, y complementar los datos de promedios poblacionales con 
elementos individuales de la distribución. La microscopía de fuerzas 
atómicas es una técnica adecuada para este estudio, dada su ya 
mencionada alta relación señal/ruido (con respecto a la de la microscopía 
electrónica), dado también el pequeño tamaño de las proteínas (en el límite 
de resolución de la ME por mezclarse con el ruido intrínseco del agente de 
contraste) y la posibilidad de trabajar en medio líquido. 
 
Planteamiento de los experimentos de AFM 
 
Se procedió a la caracterización de los complejos nucleoproteicos 
en orden creciente de complejidad. Primero los complejos binarios: [p4-
ADN], [p6-ADN] y [ARNp-ADN], después el ternario: [p4-p6-ADN] y el 
cuaternario [p4-p6-RNAp-DNA]. Se acometió paralelamente la 
caracterización de los complejos ternarios reguladores de la transcripción 
del bacteriófago Nf, un sistema análogo al de Ø29. 
Todos los complejos fueron caracterizados en medio líquido, 
empleando los modos de operación: dinámico y de jumping (descritos en 
los apartados 1.1.4 y 1.2.5 de la introducción). Adicionalmente tres de estos 
complejos (el cuaternario de Ø29 y el ternario de Nf y el complejo [p6-
ADNC2]) fueron estudiados en aire, mediante modo dinámico, buscando 
una mayor resolución de la imagen. Los resultados obtenidos previamente 
en medio líquido, permitieron confirmar  la fiabilidad de los resultados 
obtenidos en aire. 
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Los métodos seguidos en la producción y la purificación de los 
fragmentos de ADN de Ø29 se presentan en los apartados III.1 y III.2 del 
capítulo de Materiales y Métodos. Las condiciones utilizadas en la 
formación de los complejos y de preparación de las muestras de AFM se 
especifican en los apartados III.3 y III.4.4 del mismo capítulo. 
 
 
IV.4.2. Resultados 
 
Los resultados estructurales de las distintas especies se presentan a 
continuación por orden de complejidad. 
 
a)  ADN libre 
No se observó una curvatura especial para el ADN incubado sobre 
la mica en ausencia de proteínas. El histograma de la Figura IV.48a 
muestra una distribución angular en fragmentos de ADN marcados en un 
extremo con estreptavidina, que denota la ausencia de un ángulo 
preferencial. Dicha distribución corresponde a los ángulos medidos en la 
posición en la que se sitúa el vértice de la estructura tipo horquilla 
observada en los complejos ternarios, como se verá más adelante. 
 
b) [ADN-p4x] 
Se observó un catálogo entero de complejos con diversas 
estequiometrías, distribución de ocupación de los sitios y geometrías. Se 
caracterizaron complejos con 1, 2, 3 y 4 sitios ocupados, en los que 
eventualmente p4 induce un ángulo sobre el ADN (Figura IV.41). Además 
se encontraron algunos complejos (Figuras IV.41i-l) donde los ángulos 
inducidos en ambas regiones colaboraban en el cierre de la configuración 
en una suerte de horquilla. 
Las dimensiones de la proteína (Figura IV.39b) están en el límite 
de resolución. No obstante, al representar un histograma de distancias 
entre la proteína unida y el extremo del fragmento más cercano, las 
posiciones más ocupadas coinciden con las regiones I y II y los máximos de 
la distribución coinciden con las secuencias de los sitios 1 y 3, los de 
máxima afinidad (Figura IV.42). 
Las distribuciones de los ángulos medidos en ambas regiones son 
muy dispersas (Figura IV.43) lo que indica dinamismo estructural o 
estabilidad variable de estos complejos. Sin embargo, los valores promedio 
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obtenidos son compatibles con los datos previos de permutación circular 
(Figura IV.39c), con lo que se confirman estos resultados de bulk con los de 
moléculas individuales. 
 
 
Figura IV.41 Complejos [ADN-p4x]. Galería de imágenes de complejos con uno (a, b, c) 
dos (e, f, g) o más sitios (d, h) ocupados. Los complejos i-l son ejemplos de las 
configuraciones cerradas tipo horquilla encontradas en tan sólo el 12% de los complejos  
[ADN-p4x] caracterizados. 
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Figura IV.42.  a) Esquema del fragmento de ADN indicando las distancias desde el 
límite de los sitios de unión de p4 y el extremo del ADN más cercano. b) Histograma de 
las distancias medidas en los complejos  [ADN-p4x] entre el límite de un dímero de p4 
y el extremo más cercano del fragmento de ADN. 
 
Figura IV.43. Distribución angular de las regiones ocupadas por p4 en los complejos 
[ADN-p4x]. Se midieron los ángulos formados por los dos fragmentos de ADN 
emergentes de un sitio ocupado por p4. La dificultad de discernir entre los sitios 
contiguos 1-2 y 3-4 (con un Δl de 11nm, dentro del error lateral de la medida) e incluso 
entre los complejos con uno y dos sitios de unión contiguos ocupados llevó a su 
clasificación por regiones, definiendo para cada complejo los ángulos: ϕ1 y/o ϕ2 en 
función de la distancia, l, de la proteína respecto del extremo del ADN más cercano, 
como representado en (a). (b) y (c) muestran los histogramas correspondientes a los 
ángulos de ambas regiones, ϕ1 y ϕ2, resultantes del análisis de 106 complejos y sus 
valores promedio. 
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c) [ADN-p6y] 
 
No se observó un cambio en la configuración espacial del ADN al 
incubarlo con la proteína hasta en una relación de 1:100 (superior a la 
empleada en la formación de los complejos ternarios). Tampoco se observó 
una localización preferente de p6 dentro del fragmento, lo que se explica 
con la ya descrita baja afinidad de p6 por este fragmento. Sí se detectaron 
en ciertos complejos un cambio en la rugosidad del ADN en franjas 
longitudinales, que se pueden atribuir a hileras de proteína p6 dispuestas 
interrumpidamente sobre el fragmento de ADN (Figura IV.44). 
 
 
Figura IV.44 Complejos [ADN-p6y]. a) Imagen de AFM de un complejo [ADN-p6y] que 
muestra hileras de proteína indicadas por flechas. El perfil representado en b) 
corresponde a la línea de puntos sobre la imagen bidimensional del recuadro. Las cajas 
coinciden con aquellas regiones señaladas por flechas en a). La barra de escala 
corresponde a 50nm y la escala de colores (ΔZ) a 3,4nm. 
 
d) [ADNC2-p6y] 
 
Los experimentos previos de caracterización estructural de los 
complejos [ADN-p6y] mediante ME (Prieto et al., 1988; Abril et al., 1999) se 
realizaron con el extremo del genoma inyectado inicialmente por el fago al 
infectar la bacteria, que contiene el promotor temprano C2 indicado en la 
Figura IV.36. La proteína p6 presenta una afinidad máxima por esta región 
y actúa como represor de C2 (Figura IV.40a). Buscando resolver la 
estructura de las hileras encontradas en la región de los promotores A2b, 
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A2c, A3 (por la que exhibe una afinidad muy baja, (Kd = 2.5μM), sólo 
incrementada en presencia de p4) se incubó la proteína p6 con un 
fragmento de 1914 pb que contiene dicha región. La incubación se realizó a 
una relación ADN:proteína entre 1:50 y 1:250. Se esperaba caracterizar una 
estructura estable (dada la compacidad de los polímeros nucleoproteicos 
descritos previamente) con lo que el exceso de proteína se eliminó por 
purificaron consecutiva de los complejos p6-ADN en un tamiz molecular 
(como descrito en el apartado III.4.4 de Materiales y Métodos) sin riesgo de 
desconfigurar el complejo con esta manipulación posterior.  
 
 
Figura IV.45. Complejos formados por p6 y el ADNC2 (extremo del genoma que 
contiene el promotor C2). Imágenes de AFM tomadas en aire de ADN C2 en ausencia de 
proteína (a) y de complejos con p6 (b1-b5). En éstas se observa la polimerización de la 
proteína p6 a lo largo del ADN de forma más puntual (b3-b5) o más continua (b1-b2). 
 
Las imágenes de la Figura IV.45 muestran hileras de proteína 
nucleadas de forma discontinua a lo largo del ADN. Se encontraron 
idénticos resultados para aquellos complejos fijados con glutaraldehido 
antes de su purificación en el tamiz. 
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Se realizó un análisis cuantitativo de los tramos de proteína 
polimerizada, encontrándose hileras de dimensiones variables de entre 28 
y 84nm de longitud, siendo el promedio 42,4 ± 23 nm. 
 
 
e) [ADN-ARNpx] 
 
 
Figura IV.46. a) Imágenes de AFM en líquidos de los complejos binarios [ADN-ARNpx]. 
b) Localización de la ARNp en el fragmento de ADN. Se especifican las longitudes de 
separación del límite de la proteína y el extremo más cercano del ADN. c) Histograma 
construido a partir de 75 complejos de la distancia entre las posiciones ocupadas por la 
ARNp y el extremo más cercano del ADN. La línea de puntos indica el nivel por debajo 
del cual la unión se considera inespecífica. 
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Los complejos [ADN-ARNp] observados resultaron ser bastante 
inespecíficos mostrando una distribución de la polimerasa a lo largo del 
ADN con máximos en la región de los promotores tempranos y 
sorprendentemente en una zona en la que se localiza un cuarto promotor: 
el A2a, un promotor débil descrito en la bibliografía (Mellado et al., 1986).  
Esta inespecifidad es característica de los complejos ADN-ARNp, 
habiéndose descrito que sólo el 10% de los complejos observados por AFM 
es específico (Dame et al., 2002).  
 
 
f) [ADN-p4x-p6y] 
 
 
 
Figura IV.47. Configuración del complejo ternario [ADN-p4x-p6y] y localización de las 
proteínas en el mismo. a) complejos con distintas longitudes: 16, 11 y 12 nm en a1; 10 
nm en a2, 32 nm en a3, 17nm en a4, 17 nm en a5, nm 11 en a6, 12 nm en a7, 11 nm en a8, 
15 nm en a9. Las barras de escala corresponden a 50nm y la escala de colores (ΔZ) a 
3,6nm. b) Histograma de longitudes l1 (N=106). c) Histograma de distancias l2 (N=128). 
 
La Figura IV.47 presenta distintos ejemplos de la estructura 
característica encontrada en las muestras de complejo ternario [ADN-p4x-
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p6y]. Se trata de una conformación de tipo horquilla que pliega el ADN 
180º en la región de los sitios de unión de p4. Se midieron: la longitud de la 
horquilla (l1 en la Figura IV.47b) y la posición del vértice del mismo (i.e. la 
distancia al extremo más cercano del fragmento de ADN: l2 en la Figura 
IV.47c).  
Las longitudes de estas horquillas varían entre 10 y 43nm. El 
análisis de 106 complejos dio lugar a una distribución Gaussiana centrada 
en 18.5±10.3 nm  (Figura IV.47b). Las estructuras más frecuentes, con una 
longitud promedio de 17.9±10 nm (ejemplo de complejo de la Figura 
IV.47a2) son similares a las encontradas en los complejos binarios [ADN-
p4x], mostradas en la Figura IV.41.i-l, que presentaban una longitud 
promedio de 13±4 nm (N=13). La presencia de p6 aumenta 
significativamente el número de complejos con esta estructura de horquilla. 
Esto sugiere que p6 estabiliza las horquillas formadas por p4 al unirse a 
sus sitios. Además la unión de p6 produce una elongación adicional de la 
estructura (Figuras IV.47a1, a3, a5) más allá de los sitios 1 y 3 de unión de 
p4 (como ya había sido descrito por ensayos de footprinting).  
 
La distribución gaussiana de la Figura IV.47c muestra que la 
posición del vértice de la horquilla medida en 128 complejos está centrada 
en 108±32 nm, lo que indica que la punta de la estructura está localizada 
dentro de la región de los sitios de unión de p4. Midiendo la distancia al 
vértice desde el extremo contrario se confirmó este resultado, pues el 
promedio de esta distancia (288±24 nm, N=15) localiza igualmente el 
vértice de la estructura dentro de la región de unión de p4. La longitud de 
contorno del ADN en estos complejos no sufría ningún cambio 
significativo (la distribución gaussiana construida a partir de 106 
complejos está centrada en 407±15 nm).  
 
g) [ADN-p4x-p6y] ADN marcado con estreptavidina  
 
La posición de la horquilla se corroboró con un tercer experimento 
en el que se marcó con biotina un extremo del fragmento de ADN al que 
posteriormente se unió estreptavidina. De la observación de los complejos 
ternarios formados con este ADN marcado se resolvió que efectivamente la 
horquilla se forma en la región de los promotores (Figura IV.48). Además 
el marcaje de estas cadenas permitió analizar la curvatura intrínseca del 
ADN en esta misma región (Figura IV.48a). Midiendo el ángulo en 
muestras de ADN libre se demostró la ausencia de un ángulo preferencial 
en esta región. 
                                                                                                        IV.4. Resultados 
 137 
 
 
Figura IV.48 Imágenes de AFM tomadas en aire del ADN control marcado 
con un complejo biotina-estreptavidina (a) y de los complejos ternarios formados con 
este fragmento (b). El ADN se biotinilizó en el extremo de los genes tardíos y quedó 
marcado tras unirlo con estreptavidina. (a1) Muestra de ADN libre. (a2) Medida del 
ángulo del ADN en la posición promedio resuelta para la horquilla desde el extremo 
marcado con estreptavidina del ADN control (293nm). La distribución Gaussiana de 
ángulos está centrada en 0º (N=34). (b1) y (b2) muestran complejos ternarios con la 
horquilla característica (indicada por flechas). La relación ADN:p4:p6 fue 1:40:80. 
 
h) [ADN-p4x-p6y-ARNpz] 
 
A continuación se analizaron los complejos cuaternarios [ADN-
p4x-p6y-ARNpz] (Figura IV.49).  
Los resultados bioquímicos previos habían mostrado que el 
complejo ternario altera la unión de la polimerasa a los promotores 
permitiendo la formación de los complejos transcripcionales cerrados y 
abiertos en el promotor tardío, A3, e impidiendo simultáneamente la 
estabilización del complejo cerrado en el promotor temprano A2b y del 
complejo abierto en el promotor temprano A2c  (Camacho y Salas, 2001a). 
Puesto que los complejos cuaternarios analizados se incubaron a 
temperatura ambiente (la transición entre los complejos cerrado y abierto 
tiene lugar por encima de 10ºC) sólo se esperaría encontrar complejos con 
la ARNp unida al promotor A3.  
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En un primer abordaje se realizaron medidas en líquido  (Figura 
IV.49a-c). Se obtuvieron imágenes poco concluyentes, dada la gran 
tendencia de la polimerasa a desoligomerizarse y a que su gran tamaño 
con respecto al de la horquilla impide identificar sin ambigüedad cada 
componente del complejo cuaternario. A pesar de esto, las medidas de los 
fragmentos emergentes del supercomplejo formado parecían concordar 
con una estructura de horquilla adyacente a una molécula de polimerasa, 
como la perfilada en la Figura IV.49b.  
 
 
Figura IV.49 Imágenes de AFM de los complejos cuaternarios [ADN-p4x-p6y-ARNpz] 
formados a temperatura ambiente. Las imágenes a, b y c se tomaron en medio líquido 
(tampón de imagen) y las imágenes d, e y f al aire. Las barras de escala corresponden a 
50 nm y la escala de color de las imágenes tomadas en líquido a 7,5 nm. La línea 
trazada sobre la imagen b propone una posible trayectoria del ADN dentro del 
complejo, con su longitud total, en la que se incluye la estructura de horquilla contigua 
a la polimerasa. Las imágenes a y f constituyen ejemplos de complejos irresolubles que 
sin embargo presentan la polimerasa presumiblemente sobre el promotor A3, dada su 
distancia al extremo más cercano del fragmento.  
 
A continuación se pasó a realizar medidas en aire buscando 
mejorar la resolución (Figura IV.49d-f). Se midieron los brazos de ADN 
emergentes en siete complejos donde la ARNp estaba situada en la zona de 
los promotores. Se observó una reducción importante de la longitud total 
del ADN, especialmente significativa en el fragmento más largo, 
                                                                                                        IV.4. Resultados 
 139 
correspondiente a la región tardía. El modelo de la Figura IV.50b-c 
pretende explicar esta disminución de la longitud de contorno del ADN, 
atribuyéndola a la horquilla incluida dentro del volumen de la polimerasa 
y al efecto de la convolución de la punta. Estos resultados concuerdan con 
un modelo en el que la horquilla formada por p4 y p6 queda adyacente a la 
enzima, que, a su vez, se une sólo al promotor A3 (Figuras IV.50 y IV.55.a). 
Esto contrasta con el resultado obtenido para los complejos ADN-ARNp en 
ausencia de p4 y p6, en los que mayoritariamente la ARNp se unía a los 
promotores tempranos (Figura IV.46c). 
 
Figura IV.50. a) Esquema del fragmento de ADN en el que se especifica la distancia 
desde el sitio +1 de transcripción del promotor A3 hasta al extremo del fragmento: 
236nm. b) muestra los valores promedio de las longitudes de los brazos de ADN 
emergentes del gran volumen que constituyen la polimerasa e hipotéticamente la 
horquilla, de siete de los complejos cuaternarios observados en aire. c) Representación 
de un posible perfil obtenido por el AFM debido a la convolución de la punta. La 
estructura de horquilla quedaría oculta, integrada dentro del volumen de la polimerasa. 
La reducción de la longitud del ADN emergente de dicho volumen quedaría así 
justificada. 
 
 
i) [ADNNf-p4Nx-p6Ny] 
 
Los resultados anteriores presentados en los apartados a-h 
sugieren que la estructura tipo horquilla descrita es la estructura funcional 
encargada de regular el paso entre la transcripción temprana y la tardía del 
fago Ø29. Buscando apoyar esta conclusión se estudió paralelamente un 
sistema similar: el del fago Nf, relacionado filogenéticamente con Ø29. Los 
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análisis bioquímicos habían mostrado que su transcripción presenta 
igualmente una etapa temprana y otra tardía, y que la transición entre ellas 
ocurre según un mecanismo regulado por, de nuevo, dos proteínas 
análogas a p4 y p6: p4N y p6N. En Nf, p4N sólo se une en dos sitios, 
llamados por analogía “sitio1” y “sitio3” igualmente intercalados entre tres 
promotores similares a los A2c, A2b y A3 de Ø29 (Figura IV.50a).  (Pérez-
Lago et al., 2005b). 
 
Figura IV.51. Topología del ADN en los complejos reguladores de la transcripción 
del bacteriófago Nf. a) Esquema del fragmento del genoma de Nf empleado en estos 
experimentos. Se indican los promotores tempranos: A2c y A2b y el tardío: A3, los dos 
sitios de unión (sitios 1 y 3) de la proteína p4N, y las distancias entre el límite de los 
sitios 1 y 3 de unión de p4N y los extremos del fragmento, así como la distancia entre 
ambos sitios. Todos estos valores han sido reescalados desde la longitud experimental 
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de contorno del ADN (~295 nm, calculados a partir del nº de pares de bases, [0.338 
nm/pb]) a la longitud promedio experimental (269±19 nm). b) Imágenes de AFM de 
dos complejos ternarios representativos, formados por las proteínas p4N y p6N de Nf.  
La estructura de horquilla presenta una longitud variable, en estos casos de 12 nm 
(izquierda) y 20.4 nm (derecha). Las imágenes se tomaron en aire. Las barras de escala 
corresponden a 50 nm. c) Distribución Gaussiana de longitudes de las horquillas “l1” 
centrada en 17.7±9.7 nm (N=36). d) Histograma de las distancias medidas desde el 
vértice de la horquilla hasta el extremo más cercano del  ADN, “l2”, ajustado a una 
Gaussiana centrada en 122±35 nm (N=36). 
 
Figura IV.52. Galería de imágenes de AFM de los complejos [ADNNf-p4Nx-p6Ny]. Las 
imágenes a, b y c fueron tomadas en medio líquido. Las imágenes d, e y f se tomaron 
en aire. 
 
Se estudiaron los complejos ternarios formados por la unión de las 
proteínas p4N y p6N a un fragmento del genoma de Nf de 871 pb que 
contenía la secuencia de los promotores (Figura IV.51a). La caracterización 
realizada mediante AFM mostró estructuras de tipo horquilla análogas a 
las de Ø29 (Figuras IV.51.b y IV.52). El análisis de esta estructura se 
realizó en aire, después de haberla caracterizado en medio líquido y haber 
obtenido un referente con el que comparar los resultados. En aire la 
longitud de contorno del ADN libre se reducía un 8,6%, a un promedio de 
269±19 nm (N=35), un efecto descrito en la literatura (Liu et al., 2005). La 
longitud de contorno en los complejos ternarios resultó 274±44 nm (N=25). 
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La longitud promedio de la horquilla era de 16.6±5 nm (N=36) 
(véase el histograma correspondiente de la Figura IV.51c) y  se resolvió 
que la posición de su vértice dista un promedio de 128±19 nm (N=36) del 
extremo más próximo del ADN (histograma de la Figura IV.51d). 
 
 
IV.4.3. Discusión. 
 
- Estructura inducida por la proteína nucleoidea p6 sobre el ADN  
 
Se han analizado los resultados de los complejos ternarios [ADN-
p4x-p6y] y [ADN-p4Nx-p6Ny] (del fago Nf) y cuaternarios [ADN-p4x-p6y-
ARNp]) con el fin de determinar la unión sinérgica de p6 a la región de los 
promotores, y los resultados estructurales obtenidos para los complejos 
binarios [ADNC2-p6y] (en el extremo del genoma). 
 
Figura IV.53.  Ejemplos que evidencian la capacidad de polimerización de p6. a) dos 
ejemplos de complejos encontrados en la incubación de ADN, p4 y p6, en los que la 
proteína p6 cierra un bucle de ADN, presumiblemente curvado previamente por p4. b) 
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complejo encontrado en la incubación del complejo ternario en el que p6 actúa de 
puente entre cadenas distintas de ADN. c) atrapamiento de una ARNp en una muestra 
de complejos cuaternarios. d) Otra muestra ternaria, ejemplo de polimerización de p6 
más allá de la horquilla, en dirección de los genes tardíos, sobrepasando el promotor 
A3, como descrito en la literatura (Camacho y Salas, 2004). e) Complejo ternario de Nf 
[ADN-p4Nx-p6Ny] en el que la proteína p6N polimeriza desde los extremos del ADN 
hacia la horquilla, de manera independiente de éste.  
 
La Figura IV.53 muestra diversos casos de complejos visualizados 
en muestras ternarias (incubando conjuntamente ADN, p4 y p6) y 
cuaternarias (con ARNp) en los que p6 actúa presumiblemente de puente 
entre dos fragmentos distantes de una misma molécula de ADN (a), entre 
dos moléculas distintas de ADN (b), atrapando a la ARN-polimerasa en el 
lazo formado por las dos regiones distantes del ADN puestas en contacto 
(c), o en los que continúa polimerizando más allá de la horquilla, o incluso 
que polimeriza de forma independiente a ésta (e), desde los extremos del 
ADN, como se había descrito por ME que ocurre en los extremos del 
genoma. 
Estos resultados sugieren que p6 actúa como una “cremallera” 
entre las hebras de ADN aproximadas por la horquilla, lo que se discute en 
el modelo de formación de la horquilla que se propone en el apartado 
siguiente. 
 
Se había propuesto que p6 juega un papel en la organización y 
compactación del genoma de Ø29. Se trata de una proteína muy 
abundante, dado que se expresan unas 700000 copias por bacteria 
infectada (frente a las 100-500 copias de p4). Está involucrada en la 
replicación del ADN y se encarga de la represión del promotor temprano 
C2, situado en el extremo del genoma inicialmente eyectado en el interior 
de la bacteria (González-Huici et al., 2006). El modelo de infección propone 
que, antes de que el genoma viral haya entrado entero en la bacteria, la 
ARNp bacteriana  comienza a transcribir las proteínas p17 y p16.7 desde el 
promotor temprano C2 (véase Figura IV.36). La proteína p17 está 
implicada en la inyección del genoma y p16.7 en la organización de la 
replicación en la membrana. La expresión de ambas proteínas sólo se 
interrumpe cuando p6 reprime el promotor C2 (González-Huici et al., 2004; 
Alcorlo et al., 2007).  
 
Se había descrito por ME la formación de polímeros 
nucleoproteicos compactos [p6-ADNC2] que sugerían que la represión de 
C2 ocurre por oclusión de este promotor. Se ha demostrado además que p6 
forma un complejo continuo sobre todo el genoma de Ø29, (Glez. Huici et 
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al., 2004; Alcorlo et al., 2009). Se caracterizó una reducción de la longitud 
del ADN por efecto de la unión de p6 de entre 4,3 y 6,5 veces (Serrano et al., 
1993; Gutiérrez et al., 1994). Esta disminución no se observó en los 
experimentos de AFM, debido a que las concentraciones incubadas de 
proteína, si bien muy superiores a las del resto de los complejos de esta 
tesis, eran 4000 veces inferiores a las empleadas en la bibliografía 
(condiciones de saturación), y que por tanto no daban lugar a complejos 
compactos. 
 
En las muestras analizadas mediante AFM de los complejos 
formados por incubación de p6 con el fragmento de ADN que contiene el 
promotor temprano C2 (apartado d) se observaron pequeñas hileras de 
proteínas sobre el fragmento de ADN de 28-84 nm (cubriendo segmentos 
de 82-248 pb).  
La ME había ya descrito la formación de complejos multiméricos 
de p6 sobre el ADN con longitud variable entre 130 y 2000 pb. Las 
muestras incubadas con el genoma de Ø29 y p6, prefijadas con psoraleno, 
eran sometidas a continuación a condiciones desnaturalizantes (Gutiérrez 
et al., 1994). Los resultados de AFM aquí presentados confirman la 
formación de este tipo de estructuras en condiciones mucho más cercanas 
a las fisiológicas. 
 
Estos resultados sugieren, por un lado que las hileras de p6 
observadas constituyen el motivo mínimo de nucleación que da origen a 
los largos polímeros de p6 que organizan el genoma, compactándolo y 
protegiéndolo, una vez alcanzados los niveles suficientes de expresión de 
p6. Y por otro lado, que, además de esta función “arquitectónica” en la 
nucleación de los polímeros de p6, estas hileras pueden ejercer por sí 
mismas una función reguladora de la transcripción en las primeras etapas 
del ciclo del virus, como se ha visto en el complejo ternario, en la 
replicación (en la que actúa como activador al unirse a los extremos del 
ADN) y en la represión del promotor C2. En esta última, el mecanismo de 
represión descrito en la literatura no es de oclusión del promotor, sino de 
alteración de la estabilidad del complejo cerrado ARNp-ADNC2 por unión 
de p6 a secuencias adyacentes de C2 (Camacho  et al., 2001b). 
 
Se ha descrito que la afinidad de p6 por el ADN es inversamente 
proporcional al grado de superenrollamiento negativo de éste (Alcorlo et 
al., 2008) por lo que se podría esperar encontrar posiciones preferenciales 
de los puntos de nucleación de las hileras de p6. Para la proteína 
nucleoidea de E. coli H-NS, también de baja especificad de secuencia, se 
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describió asimismo una dependencia de la unión en la conformación del 
ADN. En este caso las regiones preferentes de unión  presentaban una 
curvatura intrínseca sobre las que H-NS polimerizaba formando complejos 
multiméricos nucleoproteicos (análogos a los de p6) (Azam et al., 1999; 
Dame et al., 2001). Se trata de un sistema semejante al de p6. Por ejemplo: 
esta proteína en solución se encuentra preferentemente formando 
tetrámeros (en equilibrio entre las formas monomérica, dimérica y 
tetramérica) al igual que p6, que oligomeriza formando dímeros, 
tetrámeros y hexámeros (Abril et al., 1997). Se ha descrito además que HNS 
actúa como represor de algunos promotores impidiendo la formación del 
complejo abierto y no por oclusión (Schröder et al., 2000). 
Localizar las posiciones preferenciales de nucleación de las hileras 
en el fragmento, por marcaje de un extremo, sería el siguiente paso a seguir.  
 
- Modelo de formación de la estructura tipo horquilla  
 
El estudio estructural a nivel de molécula individual realizado 
mediante AFM ha demostrado la flexión que induce el factor de 
transcripción p4 sobre sus regiones de unión que había sido descrita por 
técnicas de bulk. Se ha visto que las curvaturas de las dos regiones 
colaboran en el 12% de los casos para cerrar el conjunto en una estructura 
de tipo horquilla. El aumento significativo de este tipo de configuraciones 
en las muestras de complejos ternarios [ADN p4x p6y], induce la idea de 
que la curvatura inducida por p4 establece las condiciones para la 
formación de una horquilla que es estabilizado y elongado por la presencia 
adicional de p6. Dada la capacidad de polimerizar de p6 (Figura IV.53), 
esta proteína puede estar actuando de cremallera entre las hebras de ADN.  
La anchura de la distribución de longitudes de la horquilla de la 
Figura IV.47b revela que no es una estructura fija y sugiere que el 
mecanismo de su formación es dinámico, gobernado por fluctuaciones en 
las concentraciones de p4 y p6. La localización del vértice de esta 
estructura dentro de la región de los sitios de unión de p4 permite 
proponer que el crecimiento de la horquilla se origina desde esta región, 
debido a la interacción entre los dímeros de p4, y que es estabilizada por 
p6 y por la función “cremallera” de p6.  
Los análisis de footprinting con radicales hidroxilo sobre el 
complejo ternario habían mostrado que los dímeros de p4 se unen a los 
sitios 1, 3 y 4, y que la proteína p6, desplazando a p4 del sitio 2, ocupa la 
secuencia entre los dímeros de p4 sobre los sitios 1 y 3. El aumento de 
concentración de p6 daba lugar a un cambio en la huella del sitio 4, lo que 
sugería que p6 polimeriza hacia el promotor A3. A concentraciones aún 
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mayores de p6 se observaba cómo la polimerización superaba el dímero de 
p4 unido al sitio 1. (Este último efecto se observa en la imagen IV.53.d). 
(Camacho y Salas, 2004). 
Fundado en estos resultados bioquímicos y en los resultados 
estructurales obtenidos con el AFM se construyó el modelo estructural que 
se describe a continuación. 
Las Figuras IV.54a1 y IV.54b1 representan los modelos 
estructurales para dos complejos, de distinta longitud: uno de ~18 nm 
(longitud promedio) y el otro superior, de ~28 nm. El modelo propuesto 
sitúa en contacto íntimo a los sitios 1 y 3 de unión de p4 (los de máxima 
afinidad), atribuyéndoles el origen de la formación de la estructura de tipo 
horquilla. 
 
 
 
Figura IV.54. Modelo de la estructura tipo horquilla de longitud fluctuante. a) La 
unión de p4 (en granate) y de p6 (en naranja) a la secuencia entre los promotores A2c y 
A3 da lugar a la formación de una horquilla nucleoproteica con el vértice sobre el 
promotor A2b. a1) y a2) presentan los modelos correspondientes a horquillas de dos 
longitudes distintas, 18 y 28 nm respectivamente. En este último el sitio 4 de unión  de 
p4 es reemplazado por p6 (Camacho y Salas, 2004). Las imágenes b1) y b2) muestran 
ejemplos de de longitudes similares a las de los modelos a1 y a2. En ellas se indican las 
posiciones de p4 sugeridas por el modelo. 
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Con el fin de determinar si la estructura encontrada para el 
complejo nucleoproteico era sólo característica de Ø29 o, por el contrario, 
representaba un mecanismo más general, se analizó el sistema de 
regulación transcripcional del fago Nf. Se encontraron estructuras análogas 
de tipo horquilla (Figura IV.52) lo que sostiene la hipótesis de que ésta es 
la estructura funcional que está detrás del mecanismo interruptor del paso 
de la transcripción de los genes tempranos a la de los tardíos y demuestra 
que el mecanismo regulador no es sólo específico de Ø29 sino que se trata 
de un mecanismo general en otros fagos relacionados. 
 
- Modelo de regulación  
 
Dado que los complejos de transcripción cuaternarios estudiados 
por AFM se han formado en ausencia de NTPs y a Temperatura ambiente 
(la transición entre los complejos cerrado y abierto tiene lugar a 
temperaturas por encima de 10ºC) y que se había descrito (Camacho y 
Salas, 2001a) que el complejo nucleoproteico [ADN p4x p6y] favorece la 
formación de los complejos transcripcionales en el promotor tardío, A3, e 
impide la estabilización del complejo cerrado en el promotor temprano 
A2b y del complejo abierto en el A2c, cabía esperar obtener complejos 
abiertos sobre el promotor A3. 
Los resultados obtenidos del complejo cuaternario [ADN p4x p6y 
ARNp] muestran que, efectivamente, la polimerasa se une favorablemente 
en la región tardía del fragmento, i.e., reconociendo el promotor tardío A3.  
Este resultado invierte la estadística respecto de la localización de 
la ARNp en ausencia de p4-p6, preferentemente sobre los promotores 
tempranos (65:35% N=72). A pesar del alto porcentaje de complejos 
inespecíficos ARNp-ADN esperados para los experimentos de AFM 
(Dame et al., 2002) la comparación de este resultado con la ocupación de la 
ARNp en los complejos cuaternarios constata la función del complejo 
nucleoproteico.  
 
El máximo relativo encontrado para la localización de la ARNp en 
los complejos binarios sobre el promotor temprano A2a (débil) no es un 
resultado concluyente. Sin embargo sí lo menciono para que quede 
constancia del mismo si en el futuro se reanuda el estudio de este 
promotor. Dadas la baja afinidad de la ARNp por el promotor A2a, la baja 
presencia de ARN derivado de este promotor, y su localización con 
respecto a la región de los promotores donde se forma el complejo 
nucleoproteico, es posible que su función se reduzca a la de centro 
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adicional de atracción de la ARNp para aumentar la concentración local de 
ésta en la región de los promotores. Una vez adherida al ADN la 
polimerasa puede alcanzar los otros promotores por difusión desde este 
promotor. De forma que en ausencia de p4 y p6 la ARNp reclutada por el 
promotor A2a (a través de una unión lábil) migraría a los promotores A2c 
y A2b de transcripción temprana (pues el promotor tardío A3 es aún más 
débil), y en presencia del complejo nucleoproteico migraría a A3, 
contribuyendo a la transcripción tardía. 
 
Figura IV.55 (a) Modelo del complejo cuaternario en el que se ha perfilado el contorno 
propuesto de la molécula de ADN, que se pliega en una horquilla en una posición 
adyacente a la ocupada por la polimerasa (presumiblemente sobre el promotor A3). (b) 
Modelo de regulación de los promotores A2c, A2b y A3 en presencia de las proteínas 
p4 y p6. La ARNp se representa establemente unida al promotor A3 mientras que la 
interacción con el promotor A2c es debilitada por la presencia de p4 ocupando el sitio 1, 
que coincide con la caja -35 del promotor.  
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El modelo propuesto sobre el mecanismo interruptor de la 
transición entre la transcripción temprana y la tardía basado en los 
resultados obtenidos es el siguiente: 
 
i) A cualquier longitud de la horquilla, el promotor A2b es ocluido y 
por tanto reprimido. 
ii) En una horquilla de la longitud promedio, ~18 nm, el promotor 
A2c queda reprimido por la unión de p4 al sitio 1, que solapa con 
su caja -35 (Figuras IV.54a1 y IV.54a2). 
iii) El promotor tardío A3 en todos los casos es acercado al temprano 
A2c, lo que posiblemente conlleva un aumento de la concentración 
local de ARNp que favorece el reconocimiento de A3. La ARNp 
puede saltar hasta él, desplazando el dímero de p4 del sitio4 (como 
había sido descrito por Camacho y Salas, 2004) y siendo 
estabilizada a través de la de la subunidad α interacción con p4 del 
sitio 3. Este efecto activador de un factor de transcripción a través 
de la interacción de los dominios α-CTDs de la ARNp 
(estabilizando el complejo cerrado y estimulando la iniciación de la 
transcripción) es común a varios mecanismos (Rojo, 2001; McLeod 
et al., 2002) y opuesto al descrito para el sistema de TodT (apartado 
IV.2) que reprime a partir del fuerte anclaje de los mismos 
dominios α-CTD, impidiendo el avance de la polimerasa.  
iv) En las horquillas más largos el promotor A2c quedaría también 
ocluido mientras que A3 permanece libre para ser reconocido por 
la ARNp (Figura IV.54a2). 
 
 
IV.4.4 Perspectivas 
 
Quedaría pendiente estudiar los complejos ternarios [ADN-p4x-
ARNp] para comprobar a nivel de moléculas individuales si ya la sola 
presencia de p4 favorece la unión de la ARNp en el promotor tardío A3, o 
si por el contrario es imprescindible la presencia adicional de p6. 
 
 
El trabajo de este capítulo se realizó en colaboración con la Dra. 
Ana Camacho, del Centro de Biología Molecular CBM-UAM.  
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V. DISCUSIÓN 
 
Los resultados obtenidos para los sistemas estudiados en esta tesis 
han sido presentados, analizados y discutidos en los cuatro capítulos 
precedentes (secciones IV.1.3, IV.2.3, IV.3.3 y IV.4.3). A continuación se 
discuten los resultados de manera global. 
 
V.1. Caracterización estructural de complejos nucleoproteicos 
mediante AFM 
La microscopía de fuerzas atómicas permite caracterizar con alta 
resolución la estructura de complejos adsorbidos a nivel de moléculas 
individuales en una superficie. Sin embargo, ciertas limitaciones 
experimentales condicionan la fiabilidad de la información obtenida. Éstas 
son:  
- la alteración potencial de la estructura de los complejos debida a la 
adsorción sobre una superficie  
- el daño que la punta puede causar en la muestra durante la toma 
de imágenes  
- la dificultad de reunir un alto número de complejos sobre los que 
realizar un análisis estadístico.  
Por tanto, es necesario verificar que el proceso de medida del AFM 
no perturba la estructura de los complejos de la muestra y que la 
estructura de estos complejos no ha sido previamente perturbada por la 
adsorción sobre la superficie, y garantizar un número suficiente de 
complejos en la superficie. A continuación se discuten estos tres aspectos. 
 
- Adsorción de la muestra en superficie: 
Los estudios de AFM requieren de una adsorción previa de la 
muestra sobre una superficie. Durante las casi ya dos últimas décadas se 
viene realizando un estudio exhaustivo tanto teórico como empírico de la 
interacción entre biomoléculas y superficies de distinta naturaleza, y 
especialmente sobre ADN y proteínas y la superficie de la mica (Müller et 
al., 1997a; Czajkowsky et al., 2003; Osman et al., 1999 y 2000). Algunos de 
estos trabajos han sido presentados en la Introducción. Experimentos como 
los de Thomson et al. (1996) o Kasas et al. (1997) en los que se controlaba la 
unión del ADN a la mica modificándola in situ (y observándola por AFM 
in situ) por inyección alternada de tampones con distinta fuerza iónica (y 
distinta naturaleza catiónica) demuestran la importancia de la naturaleza y 
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de la concentración de los cationes empleados en la incubación de la 
muestra sobre el sustrato para fijar los complejos nucleoproteicos. Los 
experimentos presentados en la introducción, realizados con las muestras 
de chaperoninas, cuya orientación sobre superficie se logró controlar 
mediante la preincubación de la mica con distintas concentraciones de ión 
K+, confirman en manos propias la influencia descrita de la naturaleza del 
tampón. 
La literatura recoge estudios sobre la interacción con la mica de 
distintos cationes monovalentes (Na+, Li+, K+, Cs+, NH4+) divalentes (Mg2+, 
Ni2+, Zn2+, Ca2+, Cu2+) y ternarios (espermidina3+), su papel como 
inhibidores o como puente de la unión de biomoléculas a la mica, e incluso 
sobre la unión distinta del ADN a igual fuerza iónica sobre la superficie de 
distintos tipos de mica (moscovita, biotita, brucita) y de otros silicatos 
laminares (clorita y vermiculita) (Valdrè et al., 2004). En general se aceptan 
como óptimas las condiciones de muy baja fuerza iónica en las que la 
interacción ADN-superficie es tal que permite al ADN o al complejo 
nucleoproteico explorar distintas conformaciones hasta alcanzar la de 
equilibrio. De esta forma se garantiza caracterizar el complejo funcional, 
eso sí, con un grado de libertad menos al estar adsorbido a la superficie.  
En estas condiciones (concentración de Mg2+ < 4mM) la 
concentración máxima admitida de iones monovalentes es muy baja 
(~10mM X+). A partir de ésta los cationes monovalentes compiten con los 
divalentes por los huecos negativos de la mica y los desplazan, y, en 
consecuencia, se inhibe la interacción ADN-mica. Los iones monovalentes 
son imprescindibles, sin embargo, y en concentraciones altas (fisiológicas), 
para que se establezcan las interacciones específicas ADN-proteína de los 
complejos estudiados, lo que vuelve estas condiciones poco adecuadas. 
Además de la débil interacción muestra-superficie, el intercambio 
constante de cationes entre los huecos de la mica y la solución disminuye 
aún más la adsorción de la muestra, y la caracterización mediante AFM en 
medio líquido de las muestras incubadas a tan baja concentración de iones 
divalentes se vuelve muy difícil. Se han publicado ya varios artículos 
donde se revisan los modelos y condiciones aceptados por la comunidad y 
proponiendo nuevas aproximaciones al problema (Piétrement et al., 2003; 
Pastré et al., 2003 y 2006; Liu et al., 2005; Sorel et al., 2006).  
En la elección y optimización de las condiciones empleadas en este 
trabajo se tuvieron en cuenta especialmente los resultados publicados 
sobre la mayor intensidad de la interacción ADN-mica mediada por los 
iones Ni2+ frente a la mediada por los iones Mg2+ de uso más extendido 
hasta entonces (Pastré et al., 2003; Piétrement et al., 2003; Liu et al., 2005).  
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- Caracterización con AFM: 
La presencia de los distintos iones que facilitan la unión del ADN 
sobre la superficie de la mica afecta a la longitud observada del ADN. Se 
ha registrado una reducción de la longitud del ADN con respecto a la 
teórica (calculada según la relación 0,338 nm/pb), de en torno al 1,76% en 
las muestras observadas en líquido (con un error del 6%) y de un 7,7% en 
las observadas en aire (con un error del 8%). En ambos casos, el efecto de la 
reducción de la longitud de contorno es mitigado por la presencia de 
proteínas. Estos valores son coherentes con los encontrados en la literatura. 
En una publicación reciente donde se estudia mediante AFM el efecto de 
distintos cationes divalentes para adsorber el ADN sobre la mica, se 
describe para muestras incubadas en presencia de Mg2+ una reducción del 
1,8% de la longitud del ADN si la muestra se encuentra sumergida en 
líquido (con un error de 5,2%) y del 3,5% en muestras medidas al aire (con 
un error de 4%) (Liu et al., 2005). En las muestras incubadas en presencia 
de Ni2+ la longitud del ADN era ligeramente más corta. Estos dos cationes, 
Ni2+ y Mg2+, son los empleados a lo largo de este trabajo de tesis. La 
reducción de la longitud experimental del ADN se debe a su anclaje a la 
mica a través de iones divalentes, que a su vez pueden interaccionar 
alternativa o simultáneamente con las bases y los fosfatos del esqueleto del 
ADN, neutralizando la carga negativa y compactando la estructura.   
Por otro lado la reducción registrada en la dimensión Z de las 
medidas es igualmente justificable. La altura del ADN medida en  las 
condiciones usadas principalmente en este trabajo (i.e. en tampón de 
fuerza iónica ~ 20-50 mM y mediante modo de contacto intermitente, 
jumping) osciló entre ~1,3 y 1,9 nm. Se ha descrito que la reducción con 
respecto a los 2 nm del diámetro teórico del modelo de Watson-Crick 
(Watson y Crick, 1953) se debe principalmente a la capa salina adsorbida a 
la superficie de la mica (procedente de los iones del tampón), y también a 
la deformación del propio ADN por la interacción con el sustrato y a la 
fuerza aplicada por la punta (Moreno-Herrero et al., 2003a). Se ha resuelto 
que la contribución principal a la disminución de la altura del ADN en 
medidas de AFM en medio líquido se debe a la deformación elástica 
inducida por la punta, reduciéndose de 1,8 nm a 1,4 nm al aumentar la 
fuerza aplicada de 100 a 300 pN, en el orden de magnitud de las fuerzas 
aplicadas en este trabajo. Además se ha propuesto que el modo de 
operación empleado es quizás el más adecuado para la caracterización de 
estas muestras en medio líquido, dada la minimización de las fuerzas: 
normal y de adhesión (Moreno-Herrero et al., 2003b). 
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- Formación de complejos nucleoproteicos y adsorción de éstos en 
superficie. 
El otro aspecto crucial para este tipo de estudios es la presencia de 
un número suficiente de complejos en superficie sobre los que realizar un 
análisis estadístico. En esto influyen, por un lado la afinidad de interacción 
ADN-proteína, y por otro la adsorción de los complejos a la superficie. 
El número de complejos en solución es reducido cuando la 
afinidad del regulador por el ADN es baja. Se puede aumentar la 
concentración de complejos incubando a altas concentraciones de ADN y 
proteína. Sin embargo en estas condiciones el exceso de proteína libre en 
solución se adsorbe en la superficie y dificulta la toma de imágenes de alta 
calidad. En la mayoría de los casos la labilidad de los complejos impide 
someterlos a pasos posteriores de purificación mediante cromatografía  o  
diálisis. Los complejos fijados con bajas concentraciones de glutaraldehído 
y/o formaldehído tampoco resultan suficientemente estables para resistir 
una purificación adicional y el empleo de concentraciones mayores de 
agente de fijación puede introducir artefactos en las estructuras 
caracterizadas.   
El bajo número de complejos en superficie se debe además a las 
condiciones de adsorción de los mismos sobre la mica. Estudios acerca de 
la influencia de la superficie de la mica sobre la interacción ADN-proteína 
han demostrado que a baja fuerza iónica el número de complejos ADN-
proteína es mucho menor en superficie que en solución, mientras que a 
alta fuerza iónica es similar (en superficie y en solución). En condiciones de 
baja fuerza iónica los iones de la solución se concentran en torno a la 
superficie de la mica dando lugar a una región con altísima carga local que 
los complejos tendrán que atravesar para adsorberse. Al aproximarse a 
esta región los complejos tienden a disociarse, dado que la constante de 
disociación aumenta a alta fuerza iónica (Sorel et al. 2006). En condiciones 
de alta fuerza iónica este gradiente es casi imperceptible y el efecto de 
disociación no se aprecia. 
 
Como se ha discutido ya, hasta ahora lo aceptado por la 
comunidad científica era adsorber las muestras a la mica en condiciones de 
baja fuerza iónica (lo que, en principio, garantizaría la menor kD, i.e. la 
mayor afinidad del complejo) arguyendo que tales condiciones no afectan 
a la estructura del complejo al permitirle difundir sobre la superficie y 
explorar y encontrar su configuración de equilibrio. Sin embargo estas 
condiciones exigen una concentración proteica mayor que la necesaria en 
solución (puesto que a baja fuerza iónica se reduce la afinidad del complejo 
en superficie), lo que resulta en la unión inespecífica de la proteína libre 
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excedente sobre la superficie. Esto dificulta las medidas del AFM, como se 
ha visto a lo largo de este trabajo. Publicaciones recientes alertan además 
sobre el proceso de equilibrio de disociación de los complejos adsorbidos a 
una superficie (Figura V.1) (Sorel et al. 2006). Por tanto, el porcentaje de 
complejos observables (adheridos y conservados sobre la mica) es inferior 
al encontrado en solución, y aún menor que el inicialmente adsorbido, por 
disociación en la superficie.  
  
 
Figura V.1. Esquema del modelo de adsorción en dos pasos propuesto para los 
complejos EcoRI-ADN (Sorel et al., 2006). En rojo: las cargas negativas, en azul: las 
cargas positivas y en verde: la proteína, EcoRI de E. coli en este estudio. (a) Los 
complejos EcoRI-ADN se forman en solución. Al aproximarse a la superficie de la mica 
(muy cargada con iones positivos) la fuerza iónica aumenta. (b) El efecto de este 
aumento de la fuerza iónica se manifiesta en la disociación de varios complejos antes de 
ser totalmente adsorbidos. Las proteínas permanecen en solución. (Este último punto 
no coincide con lo observado en las muestras del presente trabajo de tesis puesto que la 
proteína libre recubría una alta proporción de la superficie de la mica en todas las 
muestras. Si bien la superficie de las proteínas que forman complejos nucleoproteicos 
contiene una región cargada positivamente de unión al ADN, el resto de la proteína es 
menos homogénea y sí pueden establecerse interacciones con las que adsorberse a la 
mica). (c) Los complejos EcoRI-ADN restantes, una vez adsorbidos a la superficie y 
habiendo adoptado una conformación bidimensional, sufren un proceso lento de 
disociación. (Modelo e imagen tomados de Sorel et al. 2006). 
 
Entre los complejos estudiados en este trabajo los complejos 
binarios: [TodT-ADN] (KD = 1,6-7 µM), [p4-ADN] (KD ~ 1 µM) y [p6-ADN] 
(KD = 2,5 µM) presentaban una constante de afinidad ADN-proteína 
relativamente baja, con lo que cabía esperar una baja concentración de 
estos complejos en solución. Por otro lado, los complejos de [BzdR-ADN]  
a pesar de la mayor afinidad de BzdR por sus sitios de unión (KD ~ 50 nM) 
mostraban gran heterogeneidad estequiométrica y poca representación de 
la superestructura con todos los sitios de unión ocupados. Además, la 
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incubación de la muestra sobre la mica se realizó en condiciones de baja 
fuerza iónica, en las que el número de complejos en superficie se reduce 
con respecto al número en solución, como ya discutido. Por todo esto, para 
caracterizar estructuralmente todos los complejos estudiados fue necesario 
realizar un gran número de experimentos. 
A pesar de las dificultades descritas, tras optimizar las condiciones 
de incubación de los complejos y las condiciones de preparación de las 
muestras de AFM y de medida con esta técnica para cada uno de los 
sistemas de estudio de esta tesis, se ha logrado caracterizar con alta 
resolución un número suficiente de complejos con el que proponer un 
modelo estructural (Figura V.2) y de regulación (Figura V.3) para cada 
uno de estos sistemas. 
 
 
V.2. Estudio comparativo de los distintos sistemas de regulación de la 
transcripción estudiados 
El Cuadro V.1 describe los cuatro sistemas de regulación 
transcripcional estudiados en esta tesis e ilustra los resultados obtenidos 
sobre la estructura de los principales complejos.  
 
 
Cuadro V.1.  
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Cuadro V.2 
 
El Cuadro V.2 describe los resultados estructurales obtenidos para 
cada uno de estos complejos nucleoproteicos y los modelos de regulación 
propuestos a partir de ellos para los cuatro sistemas estudiados. Asimismo, 
los modelos estructurales propuestos para los complejos funcionales de 
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cada uno de los cuatro sistemas estudiados están resumidos en la Figura 
V.2, que además recoge las distintas constantes de afinidad de estos 
sistemas.  
 
Figura V.2. Modelos propuestos para las estructuras funcionales encargadas de la 
regulación en los cuatro sistemas estudiados. 
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De la comparación de estos cuatro sistemas se infieren tres 
variables directamente involucradas en la regulación:  
 
- la afinidad de la unión a una o varias secuencias del ADN situadas 
en las proximidades de las cajas -10 y -35 de reconocimiento de la 
ARNp del promotor regulado, o directamente solapando con ellas.  
- la configuración tridimensional del complejo nucleoproteico. 
- la modulación de alguna de las variables anteriores, o de ambas, 
como respuesta a la unión de un efector. 
 
A continuación describo a la luz de estas tres variables los modelos 
estructurales y funcionales propuestos a partir de los resultados obtenidos 
para cada sistema. 
 
El sitio de unión del represor TtgV solapa con la caja -10 del 
promotor PttgGHI y con la caja -35 del promotor PttgVW de manera que TtgV 
dificulta el acceso a la ARNp por simple impedimento estérico (Figura 
V.2a). Además induce un ángulo en su sitio de unión y como consecuencia 
de esto cambian la configuración del ADN y la distancia relativa entre las 
cajas -10 y -35 del promotor. De esta forma se reprime la expresión del 
operón TtgGHI. La reactivación de la expresión tiene lugar tras la 
aparición de un efector externo (un disolvente orgánico) que despega el 
represor de su sitio de unión (i.e. mediante un sistema de des-represión) 
(Figura V.3a). 
La Figura V.2 pone en relieve la relación entre la complejidad 
estructural del complejo regulador y la baja afinidad de la proteína 
reguladora por su sitio de unión en el ADN. En el ejemplo de TtgV, de alta 
afinidad (KD = 2-15 nM) no se requiere más que un sitio de unión, mientras 
que en los sistemas de baja afinidad (TodT, BzdR y p4/p6, con KD en el 
rango: 50nM-7μM) se requiere la actuación coordinada de varias proteínas 
unidas a múltiples sitios de unión. 
Las características principales comunes a los otros tres sistemas son, 
por tanto: la baja afinidad de la unión entre la proteína reguladora y el 
ADN, y las estrategias desarrolladas para compensarla, basadas en la 
unión cooperativa a varios sitios próximos entre sí y en la reestructuración 
del ADN generando complejas configuraciones tridimensionales.  
El represor BzdR genera una superestructura impenetrable por 
unión cooperativa a sus tres sitios y posterior plegamiento del complejo en 
una estructura tipo lazo, por interacción interproteica (Figura V.2c). La 
superestructura se forma en la región del promotor al que regula y se 
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desarticula como respuesta a la presencia del efector Bz-CoA. Éste induce 
un cambio conformacional en BzdR que presumiblemente debilita la 
interacción proteína-proteína que sostenía la superestructura. De esta 
forma el activador AcpR puede unirse a su sitio de unión y se descubren 
las secuencias de las cajas -10 y -35 a la ARNp (Figura V.3c). 
El represor TodT se une cooperativamente a cinco sitios contiguos 
y pliega el ADN en una estructura de tipo horquilla que en este caso 
recluta la ARN-polimerasa y la retiene sobre el promotor (a través de la 
interacción con su subunidad α-CTD) en lugar de ocultarle sus secuencias 
de unión al ADN (como en el sistema anterior de BzdR). La aparición 
posterior del efector (fosfato) induce un cambio conformacional en TodT 
que no desarticula la superestructura pero sí afecta a la interacción TodT-
ARNp, liberándose esta última (según el modelo aquí propuesto) y 
activándose la transcripción del promotor. 
La importancia de la cooperatividad de la unión se manifiesta 
claramente en este sistema. La aparición de tolueno en el medio estimula la 
expresión del operón tod a través de la fosforilación de TodS, el sensor de 
tolueno, y de la transfosforilación desde éste a TodT. Resultados recientes 
de experimentos in vivo (Busch et al., 2009) muestran que en ausencia de 
tolueno la concentración de TodT es extremadamente baja. Este resultado 
da una idea de la importancia de la cooperatividad en la unión de TodT al 
ADN para contrarrestar su baja afinidad, dado que el complejo 
nucleoproteico se encuentra en la bacteria de forma constitutiva.  
En ambos sistemas de regulación los represores BzdR y TodT 
actúan de manera coordinada con los activadores AcpR e IHF. Los sitios de 
unión de AcpR e IHF están localizados sobre la secuencia -35 de 
reconocimiento de la ARNp, que en ambos promotores difiere mucho de la 
secuencia consenso. De esta forma, la función activadora está basada en la 
estabilización del complejo ARNp-promotor a través de una interacción 
adicional con la subunidad σ de la ARNp y, en el caso de AcpR, también 
con las α−CTDs (Figura IV.20b).  
Por último, el sistema de regulación del bacteriófago Ø29 también 
presenta una unión cooperativa del factor de transcripción p4 a sus cuatro 
sitios de unión, intercalados entre los promotores A2c, A2b y A3 (y 
próximos o solapando con las cajas -10 y -35 de estos promotores), con una 
afinidad bastante baja por sus sitios aislados (kD = 200nM-1600nM). Esta 
proteína flexiona el ADN en cada uno de sus sitios y el conjunto tiende a 
cerrarse en una estructura de tipo horquilla. La unión sinérgica de la 
proteína nucleoidea p6 a esta región de ADN previamente reestructurada 
por p4, estabiliza esta configuración. La estructura final actúa 
simultáneamente como activador y represor de los promotores localizados 
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en esa región, según diversos mecanismos ya discutidos para los sistemas 
anteriores: los promotores tempranos A2c y A2b se reprimen, el primero 
por desestabilización de la interacción de la ARNp por impedimento 
estérico (el sitio 1 de unión de p4 ocupa la caja -35 de la ARNp) y el 
segundo por oclusión del promotor cuyas cajas quedan dentro de la 
estructura inexpugnable de la horquilla. A su vez el promotor tardío A3, 
cuya caja -35 está muy alejada de la secuencia consenso, queda activado 
por estabilización de la ARNp en su promotor a través de la interacción de 
las α-CTDs con la estructura de la horquilla, concretamente con el dímero 
de p4 en el sitio 3, y por lo tanto, mediante un mecanismo similar al 
descrito para la función de los activadores IHF y AcpR. El cambio en el 
sentido de la transcripción del genoma viral está determinado por la 
generación de la estructura de tipo horquilla descrita, que a su vez es 
resultado de un cambio puntual en las concentraciones locales de p4 y p6 
registrado durante el ciclo funcional del bacteriófago.  
Los niveles de los factores de transcripción varían a lo largo del 
ciclo funcional de la bacteria o del virus, por lo que la regulación de los 
promotores es sensible a las condiciones fisiológicas. Además, la actuación 
coordinada de proteínas reguladoras diferentes unidas al ADN 
cooperativamente (como BzdR y AcpR, o TodT e IHF) o sinérgicamente 
(como p4 y p6) permite conectar entre sí señales reguladoras distintas. La 
modulación adicional por parte de un efector externo, como es el caso de 
los tres primeros sistemas presentados (los de TtgV, TodT y BzdR) permite 
además conectar la expresión de dicho promotor con las variaciones 
ambientales. 
 
 
V.3. Reestructuración del ADN inducida por factores de transcripción. 
 
Los mecanismos de regulación de la actividad génica estudiados 
incluyen la participación de complejos nucleoproteicos que reestructuran 
la topología del promotor, sea flexionándolo, sea formando una estructura 
compleja cerrada, en forma de lazo o de horquilla. 
La inducción de configuraciones angulares en el ADN por la unión 
de uno o varios factores transcripcionales, como en el sistema de TtgV, es 
un mecanismo muy común en la regulación de la expresión génica. 
Mediante AFM se han descrito numerosos sistemas de este tipo (Rees et al., 
1993; Erie et al., 1994; Zhang et al., 2004; van Noort et al., 2004; Seong et al., 
2002; Dame et al., 2005b).  
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La formación de estructuras de tipo lazo o loops permite que la 
regulación la ejerzan factores de transcripción unidos a sitios distantes del 
promotor.  
Entre los sistemas de regulación a través de la formación de lazos 
descritos en la literatura, se encuentran los de los operones: araCBAD 
(regulado por el represor AraC) (Schleif et al., 1992, Dunn et al., 1984), gal 
(regulado por el represor GalR) (Virnik et al., 2003; Lia et al., 2008), lac 
(regulado por el represor LacR) (Swigon et al., 2006; Zhang et al., 2006; 
Zurla et al., 2008; Wong et al., 2008) de E. coli, y el encargado del 
mecanismo interruptor del paso de la etapa lisogénica a la lítica en el fago 
λ (regulado por el represor λ) (Révet et al., 1999). Las dimensiones de estos 
lazos son del orden de 38nm (113 pb) en GalR, 71 nm (210 pb) en AraC y 
27nm (81 pb) o 139nm (412 pb) en LacR (variable en este último caso en 
función de los sitios ocupados por el regulador). Estas configuraciones son 
comparables en longitud al lazo descrito para el sistema de BzdR (de ~100 
nm de perímetro), pero difieren en que su estructura queda cerrada por la 
interacción de una o dos proteínas con dos regiones distantes del ADN, y 
unen los extremos del lazo, mientras que la estructura de BzdR une al 
menos cuatro dímeros que interaccionan entre sí generando una estructura 
compacta rodeada por el ADN. 
Todas las estructuras tipo lazo descritas son más amplias que las 
encontradas para los complejos binarios [p4-ADN] de Ø29 (de ~13 nm de 
longitud promedio, “<l>”, y por tanto de longitud del contorno del ADN, 
“lc“, de ~26 nm) y los ternarios [p4-p6-ADN] de Ø29 y Nf (<l>~18 nm, lc 
~36 nm), y los complejos binarios [TodT-ADN] y los  ternarios [TodT-IHF-
ADN] de Pseudomonas putida (<l> ~13 nm, lc ~26nm).  La estructura tipo 
horquilla no es tan frecuente como aquélla de lazo. Hasta ahora habían 
sido descritas tan sólo dos estructuras de este tipo para complejos 
nucleoproteicos de ADN de doble banda con esta configuración mediante 
microscopía electrónica o de fuerzas: el formado por H-NS (de E. coli) y 
una secuencia modelo (Dame et al., 2001), y el formado por el activador 
RocR (de Bacillus subtilis) sobre su secuencia de unión en la región 
intergénica rocG–rocA (Ali et al., 2003). 
Los estudios termodinámicos realizados sobre las estructuras de 
tipo lazo las clasifican en dos categorías: las estructuras que pliegan una 
longitud del ADN menor que su longitud de persistencia (~150 pb, 51 nm) 
en las que la variable determinante es la elasticidad del ADN, y las 
estructuras más largas que la longitud de persistencia, en las que prima la 
probabilidad de encuentro entre dos regiones distantes del ADN durante 
su movimiento errático dentro de la célula (Saiz y Vilar, 2006). Las tres 
estructuras de tipo horquilla resueltas en esta tesis (para los fagos Nf y Ø29 
y en torno al promotor PtodX de P.Putida), clasificables en la primera 
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categoría, se forman con un ADN efectivamente muy flexible. Las tres 
secuencias son muy ricas en ATs (adenina-timina) y contienen varios tracks 
de As (hileras de Adeninas consecutivas) en tándem, lo que confiere una 
gran flexibilidad de corto y largo alcance (Figuras IV.9 y V.3). Cada uno de 
los sitios de unión de los dímeros de p4 y p4N de Ø29 y Nf, presenta tres 
tracks de As separados que permiten a  p4 curvar fácilmente el ADN 
(Figura V.3), concretamente por estrechamiento del surco menor y flexión 
del eje del hélice (Mendieta et al., 2007). La secuencia en torno al promotor 
PN presenta igualmente una secuencia de estas características (Figura 
IV.19). Las propias secuencias de las cajas de reconocimiento de la 
ARNpolimerasa, que con frecuencia solapan o se intercalan con las de los 
sitios de unión de los reguladores, son siempre regiones muy flexibles. 
 
Figura V.3. Secuencias de los cuatro sitios de unión de p4 ordenadas de mayor a menor 
afinidad. En la secuencia del sitio 3 se indican los tracks de As con un recuadro. (Figura 
tomada de Mendieta et al., 2007). 
Por otro lado la rigidez torsional del ADN exige que las proteínas 
que interaccionan para cerrar el lazo se encuentren en la misma cara o 
plano del ADN (Dunn et al., 1984). Efectivamente, observando la distancia 
entre los puntos medios de los sitios de unión en estos sistemas parece 
repetirse un período de entre 10,5-10,9 pb.  
Modelos computacionales basados en simulaciones dinámicas del 
ADN han demostrado la dependencia existente entre la formación de 
estructuras tipo lazo y la curvatura intrínseca o la flexibilidad de la 
secuencia del ADN (Swigon et al., 2006; Goyal et al., 2007). Otras 
aproximaciones, como la del modelo termodinámico-estadístico de Zhang 
et al. (2006),  contemplan además la flexibilidad proteica como variable. Se 
han llegado a calcular las energías libres de formación in vivo del lazo en 
una aproximación muy prometedora que combina la modelización 
Sitio 3 
 
 
Sitio 1 
 
 
Sitio 2 
 
 
Sitio 4 
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computacional y los resultados experimentales (Saiz et al., 2006). 
Relacionando los niveles de expresión in vivo (datos experimentales) con la 
probabilidad de ocupación de un sitio del represor, y ésta a su vez, con los 
parámetros del equilibrio de unión del represor al ADN, y contemplando 
el número de sitios de unión, se logra conectar de forma cuantitativa una 
función termodinámica (ΔG lazo) con los datos experimentales, generando 
predicciones sobre las propiedades asociadas a estas estructuras. Entre 
éstas, la deducción de parámetros cinéticos como la constante cinética de la 
formación del lazo (Vilar et al., 2003), y el efecto ejercido por estas 
estructuras sobre las fluctuaciones intrínsecas de la transcripción 
(reduciendo el ruido transcripcional) (Vilar et al., 2005).  
Aunque estos aspectos exceden la discusión de la presente 
memoria, se mencionan para señalar que el análisis de los resultados 
estadísticos de los experimentos de moléculas individuales podría apoyar 
y refinar los modelos teóricos. De ahí el interés de dejar reflejado el estado 
del arte de este tipo de estudios. 
 
 
V.4. Modelos de los mecanismos generales de regulación de la 
transcripción: Modulación de la afinidad de la ARN-polimerasa por los 
promotores.  
 
La figura V.4 representa los distintos mecanismos propuestos en 
esta tesis, por los que se favorece y reprime la unión de la ARNp a los 
promotores regulados. La conformación adoptada por cada complejo 
regulador parece adecuarse al tipo de respuesta requerida.   
La ARN-polimerasa presenta una afinidad por el ADN muy 
superior a la de los factores de transcripción aquí estudiados, entre 103 y 
106 veces superior, de acuerdo al valor determinado experimentalmente 
para la interacción entre la ARNp de E. coli y el promotor T7: kA ~ 1011M-1 
(Hinkle y Chamberlin, 1972). Una vez permitida su unión al promotor y la 
formación del complejo abierto, competirá y desplazará a todos los factores 
de transcripción por separado que obstaculicen su camino en la 
trascripción y también deshará las superestructuras formadas por éstos. De 
ahí la importancia de las estrategias desarrolladas por los sistemas 
estudiados para impedir que se forme el complejo cerrado, ocultando las 
cajas del promotor, o que se forme el complejo abierto, reteniendo la 
ARNp o confinándola.  
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Figura V.4. Modelos propuestos para los mecanismos de regulación en los cuatro 
sistemas estudiados. Nótese que los sistemas de TtgV (a) y Ø29 (d) contienen dos o tres 
promotores en la misma región, cuya expresión es simultánea en un caso (a) y 
alternada en otro (d). 
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La proteína TtgV reprime el promotor PTtgGHI de forma muy 
efectiva, uniéndose fuertemente a un único sitio que solapa con la caja -10 
del promotor, ocluyéndolo y modificándolo topológicamente. El sistema 
debe responder rápidamente cuando se sobrepasa el umbral de 
concentración a partir del cual el efector, anteriormente fuente de carbono 
y de energía, pasa a ser letal. La unión de dicho efector desprende 
inmediatamente TtgV del promotor y se activan la expresión de las 
bombas de expulsión del efector fuera de la bacteria y la expresión del 
propio represor TtgV. Esto garantiza que una vez recuperados los niveles 
normales del efector, deja de des-reprimir el promotor y recupere su papel 
de nutriente. 
El sistema de BzdR requiere de la participación de al menos cinco 
dímeros de este represor unidos a sitios contiguos del ADN. Impide la 
transcripción del promotor PN, encerrándolo, presumiblemente junto con 
el activador AcpR, dentro de una superestructura infranqueable. BzdR es 
constitutiva de forma que siempre se encuentra localizada sobre la región 
del promotor. Sin embargo, en presencia de una fuente de carbonos 
aromáticos que se manifiesta en la aparición de Bz-CoA, se hacen 
necesarias las enzimas metabólicas codificadas en el operón bzd y se debe 
activar la transcripción del mismo. La respuesta es igualmente eficaz: la 
Bz-CoA induce un cambio conformacional de BzdR al unirse a éste y se 
desarticula la férrea superestructura, descubriéndose la presencia de las 
cajas del promotor y del activador para que la ARNp los reconozca e inicie 
la transcripción. 
El sistema de TodT implica igualmente la colaboración de cinco 
monómeros unidos a tres cajas distintas, en este caso adyacentes al 
promotor y no solapando con él, y de un dímero del activador IHF, para 
configurar la estructura funcional de la regulación. Esta estructura actúa 
como reclutadora de la ARNp, y la retiene firmemente hasta que la 
presencia del efector (fosfato) la libera y activa la transcripción del 
promotor. En este caso son las α-CTDs de la polimerasa las retenidas por 
TodT, las mismas que participan en la estabilización de los complejos de 
transcripción en los promotores PN (Azoarcus) y A3 (Ø29) mediante su 
interacción con el activador AcpR y con el regulador p4 (activador y 
represor). 
 
De la comparación entre estos cuatro modelos de regulación se 
pueden inferir varios mecanismos comunes empleados para modelar la 
topología del ADN y modular la afinidad de la ARNp por el promotor. 
Estos mecanismos  implican la localización de factores de transcripción en 
sitios adyacentes a la secuencia del promotor o solapados con ella y son: 
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- Unión cooperativa de varios factores de transcripción  dando lugar 
a estructuras de orden superior.  Mediante este mecanismo se consiguen 
una  regulación eficiente, a pesar de la baja afinidad de los factores de 
transcripción por sus sitios de unión, y una respuesta rápida de 
silenciamiento   ante un pequeño aumento  de la concentración del 
represor. 
- Unión cooperativa de proteínas reguladoras diferentes. Esto 
permite conectar  señales reguladoras distintas. 
- Modulación mediante especies efectoras. Esto  permite establecer 
un control muy fino, sensible a pequeñas variaciones en las condiciones 
del medio. 
-  Modulación  o competición  entre un factor de transcripción y la 
ARNp por una misma secuencia.   
- Modulación   de la  afinidad de la ARNp por el promotor mediante 
interacciones adicionales establecidas entre la ARNp y factores de 
transcripción situados en posiciones adyacentes, a través de sus 
subunidades α (α-CTD) y/o σ. 
 
 Surge la pregunta de cuál estrategia es más eficiente: la que 
implica la actuación coordinada de varias proteínas con baja afinidad por 
el ADN pero que se unen de forma cooperativa generando una estructura 
nucleoproteica de orden superior (como es el caso de BzdR y TodT y del 
sistema sinérgico de unión de p6 y p4), o la que induce una respuesta de 
silenciamiento o activación del promotor  inmediata, dependiente de un 
efector externo que condiciona la afinidad (alta o nula) del regulador por el 
promotor (como es el caso de TtgV).  
Comparando los  dos virus análogos estudiados se observa que 
presentan distinto número de sitios de unión y de afinidades diferentes.  
Ø29 presenta cuatro sitios de unión de p4 mientras que Nf presenta solo 
dos, pero de mayor afinidad. La unión sucesiva de p6 desplaza la p4 de los 
dos sitios en el sistema de Ø29 ausentes en el de Nf. Cabe por tanto 
preguntarse si el número y la afinidad relativa de sitios de unión influyen 
en la sensibilidad del sistema de regulación.  
 La comparación entre sistemas de regulación similares podría 
permitir entender estos mecanismos desde un punto de vista de 
adaptación evolutiva.  
Se han descrito otros casos  de regulación similares a los aquí 
presentados, lo que apoya la hipótesis de  que  los mecanismos comunes 
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descritos en este trabajo pueden ser extensibles a otros sistemas de 
regulación transcripcional virales o bacterianos. 
El modelo propuesto para la regulación del promotor glnAp2 de E. 
coli es muy similar al aquí enunciado para el sistema de TodT (Rippe, 2000). 
El factor transcripcional NtrC cataliza el paso del complejo cerrado al 
abierto del sistema formado por la ARNp (con el factor σ54) y este 
promotor. NtrC recibe el grupo fosfato de una histidina-quinasa, NtrB, que 
se autofosforila cuando se reduce la concentración de nitrógeno en el 
medio. Se trata de un sistema sensor de dos componentes, análogo al 
formado por TodT y TodS (otra histidina-quinasa). Además NtrC presenta 
actividad ATP-ásica.  
NtrC es un dímero en solución que se une como tal dímero a dos 
sitios de alta afinidad, situados en las posiciones más distantes del 
promotor y a otros tres sitios de unión adicionales de muy baja afinidad, 
localizados en la secuencia separadora de las cajas anteriores y el promotor. 
La unión a estos sitios es cooperativa (Figura V.5a). Se han descrito 
además la participación en el proceso de regulación de un octámero de 
NtrC-P (NtrC fosforilada) capaz de interaccionar con dos hebras de ADN 
simultáneamente, que interacciona con la ARNp, y la necesidad de la 
hidrólisis de ATP para dar lugar al complejo abierto. A partir de estos 
datos se propuso el modelo de loop representado en la Figura V.5a como la 
conformación funcional del complejo nucleoproteico regulador formado 
por NtrC-P, ARNp y el promotor glnAp2 (Rippe, 2000). Experimentos de 
ME (Su et al., 1990) y de AFM (Rippe et al., 1997) realizados con 
anterioridad a la proposición de este modelo habían mostrado la estructura 
del complejo cerrado ARNp-ADN sobre el promotor (Figura V.5c1), la del 
complejo ternario NtrC-ARNp-ADN (Figura V.5c2) y la del complejo 
ARNp-ADN ya activado, cuando se ha perdido la interacción entre NtrC y 
la polimerasa (Figura V.5c3). Las estructuras caracterizadas apoyan el 
modelo propuesto posteriormente por K. Rippe. 
La similitud entre los sistemas de NtrC y TodT es muy grande 
(Figuras V.5a-b). La disposición y tamaño de los sitios de unión (17 y 16pb 
respectivamente) y la diferente afinidad de las cajas en ambos sistemas es  
similar, permitiendo establecer correspondencias entre los sitios 1 y 2 de 
NtrC y las cajas 1 y 2 de TodT, y los sitios 3 y 4 de NtrC con la caja 3 de 
TodT y el sitio de unión del activador IHF. La secuencia entre los sitios de 
NtrC y el promotor presentan además varios tracks de As, como en la 
región del promotor PTodT. 
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Figura V.5. Comparación entre los sistemas de regulación de NtrC y TodT. a) Modelo 
de regulación del promotor glnAp2 de E. coli mediante el activador NtrC, extraído de: 
Rippe, 2000). Los dos sitios de unión de máxima afinidad se resaltan en oscuro y los 
tres de baja afinidad en claro. b) Modelo de regulación propuesto en esta tesis para 
TodT. c) Imágenes de AFM tomadas en aire del complejo cerrado formado por al 
ARNp con la subunidad σ54 y el ADN con la secuencia entorno al promotor glnA (c1), 
de un complejo ternario formado por la ARNp, el activador NtrC y el ADN (c2) y del 
complejo abierto ya despegado de NtrC (c3) (imágenes tomadas de Rippe et al., 1997). 
 
El modelo de K. Rippe no considera el posible papel reclutador de 
la ARNp de la estructura del complejo NtrC-ADN ni su resultante función 
“represora”. Sin embargo, sólo la hidrólisis posterior de ATP activa el 
sistema, lo que sugiere otra posible interpretación de los resultados 
apoyada por la analogía con el sistema de regulación de TodT aquí 
estudiado y con el modelo estructural del complejo nucleoproteico ADN-
TodT-IHF sugerido por los resultados. En la Figura V.5 se confrontan los 
modelos propuestos para los complejos de NtrC (a) y TodT (b) con el fin 
de mostrar la semejanza entre ellos. La reinterpretación del modelo de 
NtrC consiste en que más que activar el sistema lo que está haciendo la 
hidrólisis es des-reprimirlo, liberando la ARNp atrapada y permitiendo 
que forme el complejo abierto, como propuesto para la regulación de TodT. 
De esta forma la estructura de NtrC-ADN recluta y retiene la ARNp y por 
tanto NtrC es, como TodT, un represor. La posterior hidrólisis de ATP en 
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el sistema de NtrC y la posterior unión de fosfato en el sistema de TodT 
promueven un cambio conformacional de ambas proteínas por el que se 
anula su interacción con la ARNp.  
 
Se ha querido exponer el sistema de NtrC, tan semejante al de 
TodT, para mostrar por un lado la posible reinterpretación de los datos del 
modelo publicado por K. Rippe a la luz del modelo propuesto en esta tesis 
para el sistema de TodT, y, por otro lado, para reafirmar la idea de que las 
estructuras y los mecanismos de regulación particulares (enteros o por 
partes) descritos en esta tesis, que como se ha visto, se repiten entre los 
sistemas estudiados, representan  mecanismos generales de regulación 
transcripcional. 
 
  La modulación topológica del ADN por flexión o plegamiento en 
estructuras de tipo horquilla o de tipo lazo, o por formación de 
superestructuras, la cooperatividad de la unión, el reclutamiento de la 
polimerasa o su retención, son elementos que parecen coordinarse y 
adaptarse para optimizar los mecanismos de regulación transcripcional en 
distintos sistemas y organismos.  
 
Browning y Busby finalizaban su revisión sobre la regulación de la 
transcripción bacteriana con la siguiente frase: “We can but wonder at the 
solutions that have arisen, which are all simple, but very diverse. The general rule 
seems to be that there are no general rules!” (Browning y Busby, 2004). El 
trabajo aquí presentado ilustra la diversidad de los mecanismos 
desarrollados para la regulación transcripcional y la relativa sencillez de 
los mismos, y muestra la gran sensibilidad con la que cada uno de ellos 
responde a los estímulos externos y la finura del control que ejercen, al 
conectarlas con la complejísima red de variables del entorno. 
 
Queda además en el tintero entender cómo los cambios 
estructurales inducidos por los distintos efectores (tolueno, fosfato, Bz-
CoA) en sus bolsillos de unión se transmiten a la totalidad de la estructura, 
lo que se enmarca dentro del apasionante capítulo de los cambios 
conformacionales de estructuras proteicas, y relaciona estos sistemas con el 
funcionamiento de las ATPasas de los motores moleculares (Oster y Wang, 
2002; Bustamante et al. 2004), y entre ellos de estructuras tan complejas 
como las chaperoninas. Este aspecto no ha sido tratado en la presente 
memoria, pero ha constituido un incentivo y un motivo de avance durante 
el desarrollo de este trabajo de investigación. 
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VI- CONCLUSIONES 
 
I. Las estructuras de los complejos nucleoproteicos reguladores de la 
transcripción estudiados en esta tesis tienen en común un cambio 
topológico del ADN inducido por la unión de proteínas 
reguladoras en torno a los promotores regulados. La 
reestructuración del ADN incluye su distorsión por simple flexión 
por la unión de un solo factor transcripcional y su plegamiento en 
estructuras cerradas de tipo horquilla o de tipo lazo por la unión 
simultánea de más de un factor transcripcional. 
II. La regulación por simple inducción de un ángulo implica la 
formación de un complejo de alta afinidad entre el regulador y el 
ADN en la zona del promotor regulado.  
- Un ejemplo de este tipo de estructura reguladora es el del 
sistema regulador del promotor PTtgGHI en Pseudomonas putida, 
en el que el represor TtgV induce un ángulo de 57±3º al unirse 
al ADN. 
III. La regulación por formación de estructuras más complejas implica 
la unión cooperativa de múltiples factores de transcripción con baja 
afinidad por sus sitios, igualmente situados en la región del 
promotor regulado. Incluyen la actuación coordinada de 
represores y activadores, o factores de transcripción que actúan 
alternada o simultáneamente como represores y/o activadores.  
 Ejemplos de estas estructuras reguladoras son los otros cuatro 
 sistemas estudiados.  
- El sistema de regulación del promotor PTodX de Pseudomonas 
putida, en el que el represor TodT y el activador IHF inducen 
un plegamiento del ADN en una estructura de tipo horquilla. 
- El sistema de regulación del promotor PN de Azoarcus sp. CIB, en 
el que el represor BzdR se une en torno al promotor dando lugar 
a una superestructura compacta que pliega el ADN en una 
configuración de tipo lazo. 
- El sistema de regulación de la transición entre los estadios 
temprano y tardío del bacteriófago Ø29, que implica la 
reconfiguración de la región de los promotores en una 
estructura de tipo horquilla. Esta estructura, formada por el 
factor de transcripción p4 y estabilizada por la proteína 
nucleoidea p6, dificulta la unión de la ARNp a los promotores 
tempranos y favorece la unión al promotor tardío. 
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- El sistema de regulación del bacteriófago Nf, que incluye la 
formación de una estructura de tipo horquilla semejante a la 
descrita para Ø29 configurada por las proteínas p4 N y p6N. 
IV. La estructura reguladora se localiza bien sobre la propia 
secuencia promotora o bien en posiciones adyacentes, de forma 
que afecta a la unión de la polimerasa por impedimento 
estérico o por interacciones con la polimerasa. 
- la unión del tetrámero del represor TtgV de Pseudomonas 
putida, la nucleación de la superestructura de BzdR de 
Azoarcus, y la estructura de horquilla de Ø29 y Nf sobre el 
promotor central A2b ocurren sobre la secuencia 
promotora y la ocultan o distorsionan. 
- la horquilla formada por TodT e IHF de Pseudomonas putida 
y los extremos de las horquillas de Ø29 y Nf se forman en 
posiciones cercanas al promotor e interaccionan 
directamente con las subunidades σ o α de la ARN-
polimerasa, desestabilizando o  estabilizando la interacción 
ARNp-ADN, o incluso reteniendo la ARNpolimerasa 
según el caso.    
Todo esto sugiere que la  función reguladora de estas 
estructuras consiste en modular la afinidad de la ARN-
polimerasa por los sitios de reconocimiento del promotor. 
 
V. La unión de efectores reguladores externos induce cambios 
conformacionales en los factores de transcripción de los tres 
sistemas bacterianos estudiados que inciden en:  
- la afinidad de los factores de la transcripción por el ADN 
(caso de TtgV) o en la estabilidad de la estructura 
nucleoproteica de orden superior que configuran (caso de 
BzdR), descubriendo así las secuencias antes ocultas o 
distorsionadas. 
- su interacción con la ARN-polimerasa (caso de TodT), 
liberándola de su estado retenido.   
Estos datos apuntan a que la regulación adicional ejercida por 
efectores ambientales externos tiene como diana la propia 
acción reguladora de los factores de transcripción (conclusión 
IV), con la que modulan la afinidad de la ARN-polimerasa por 
los sitios de reconocimiento del promotor.  
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VIII.  ANEXOS 
 
 
VIII.1  Abreviaturas, siglas y anglicismos 
 
 
ADN   ácido desoxirribonucleico / DNA: (del inglés, siglas: 
deoxyribonucleic acid) 
ADNasa I   enzima desoxirribonucleasa (DNase I en inglés) 
AFM  Microscopía (o microscopio) de Fuerzas Atómicas (Atomic Force 
Microscope / Microscopy) 
AMP-PNP   5'-adenililimidodifosfato (análogo no hidrolizable del ATP) 
ARN            ácido ribonucleico 
ARNp ARN-polimerasa / RNAP: (del inglés, siglas: deoxyribonucleic acid 
polymerase)  
ATP             adenosina- 5´-trifosfato 
 
BzCoA         Benzoil Coenzima A 
 
CcpA           carbon catabolite protein A 
CCT chaperonina de organismos eucariotas (del inglés, siglas: 
Cytoplasmatic Chaperonin containing TCP-1) 
α-CTD extremo carboxilo terminal de la subunidad α de la RNAP (del 
inglés, siglas: C-terminal domain) 
 
Da                unidad Dalton (gramos / mol) 
DMS            dimetilsulfóxido 
DTT             ditiotreitol 
 
EMSA Ensayo del cambio en la movilidad electroforética (electrophoretic 
mobility shift assay) 
E. coli Escherichia coli 
 
FCCS  Espectroscopía de correlación de fluorescencia de dos colores (del 
inglés, siglas: Fluorescence Cross-correlation Spectroscopy) 
Fis factor estimulador de la inversión (del inglés, siglas: factor for 
inversion stimulation) 
FRET transferencia resonante de energía de fluorescencia (fluorescent 
resonance energy transfer) 
 
GA glutaraldehído 
GTP guanidintrifosfato (de las siglas: guanidine triphosphate) 
 
HEPES Ácido N-2-Hidroxietilpiperazona-n-2-Etanosulfónico (C8H18N2O4S) 
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H-NS proteína nucleoidea tipo histona de estructuración (del inglés, 
siglas: histone-like nucleoid structuring protein) 
Hu proteína nucleoidea inestable por calor (del inglés, siglas: heat-
unestable) 
HTH            dominio hélice-giro-hélice (del inglés: Helix-turn-helix)  
 
IHF factor de integración del hospedador (del inglés, siglas: integration 
host factor)  
ITC  Calorimetría de valoración isotérmica (Isothermal titration 
calorimetry) 
 
kb                 kilobases  
 
mdr resistencia múltiple a fármacos (del inglés, siglas: multi drug 
resistance) 
ME               Microscopía Electrónica 
 
NTD            dominio amino terminal (del inglés, siglas: N-terminal domain) 
NTPs nucleótidos trifosfato: ATP, GTP, UTP, CTP. 
NtrB/NtrC proteínas B y C reguladoras de nitrógeno (del inglés, siglas: 
nitrogen regulatory proteins) 
 
PAGE      electroforesis en gel de poliacrilamida (del inglés, siglas: 
polyacrilamide gel electrophoresis) 
pb                 par(es) de bases (bp en inglés, base pairs, y por ello : « kbp ») 
PCR          reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, siglas: polymerase 
chain reaction) 
pdb       Protein data bank (y archivo del PDB con las coordenadas 
cristalográficas de la estructura resuelta). 
 
RNA            ácido ribonucleico (del inglés, siglas: ribonucleic acid) 
RNAP          RNA polimerasa (del inglés, siglas: ribonucleic acid polymerase) 
 
TIRFM    Microscopía de fluorescencia por reflexión interna total (total 
internal reflection fluorescent microscopy)  
Tris 2-amino-2-(hidroximetil)-1, 3-propanodiol, o 
tris(hidroximetil)aminometano. 
 
UCA            Ultracentrifugación Analítica 
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Anglicismos 
 
bulk en grandes cantidades/en gran volumen. Se habla de trabajo “en 
bulk“ en contraposición al trabajo a nivel de “moléculas 
individuales”. Se podría traducir como “en solución”.  
cluster conjunto, racimo o agrupación (de proteínas en este caso). 
footprint       huella (ensayos de footprinting) 
hairpin          estructura de tipo horquilla 
loop               estructura de tipo lazo o bucle 
review revisión (publicación) 
 
 
Abreviaturas latinas 
 
i.e.                  id est 
et al.               et allii 
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VIII.2.  Participación en congresos, estancias breves 
 
Participación en congresos 
 
- EMBO/FEBS Workshop on AFM Applications in Biology. Oeiras, 
Portugal. 7-9 Julio 2004. (Oyente). 
- Workshop on advanced dynamic AFMmethods. Instituto de 
Microelectrónica de Madrid (CSIC) 8-10 octubre 2004. (Oyente). 
- Reunión Nacional sobre “Estabilidad y plegamiento de proteínas”. 
Centro Nacional de Biotecnología (CSIC) Madrid, 10-11 de marzo 2005. 
(oyente) 
- XXII Reunión bienal de la S.M.E.  Granada, 28 de Junio al 1 de Julio 
2005. (Presentación del póster "Caracterización estructural y funcional de una 
chaperonina de tipo II mediante Microscopía de Fuerzas Atómicas", Paloma 
Gutiérrez del Arroyo, Marisela Vélez, José L. Carrascosa, José María 
Valpuesta). "Premio a la mejor comunicación en panel en el  área de Biología y 
Biomedicina".  
- One-day Force Microscopy Meeting. Universidad Autónoma de 
Madrid. 6 de Julio 2005. (Oyente). 
- Simposio internacional sobre “Nanomecánica de proteínas”. 
Fundación Ramón Areces. Madrid 18-19 de Octubre 2005. (Oyente). 
- Frontiers in Chemical Biology: Single Molecules. Cambridge, Reino 
Unido, 26-29 Marzo 2006. (Oyente). 
- XII Escuela de verano del Instituto Nicolás Cabrera sobre “Biofísica”, 
Miraflores, 18-22 septiembre 2006. (estudiante. Presentación del póster: 
"Structural & functional characterization of a type II chaperonin by Atomic 
Force Microscopy” Paloma Gutiérrez del Arroyo, Marisela Vélez, José L. 
Carrascosa, José María Valpuesta).  
- VI Ibero-American Congress of Biophysics. Madrid. 24-27 septiembre 
2006. (Intervención oral: "Characterization of transcription regulatory 
complexes of bacteriophage Phi29 by Atomic Force Microscopy" Paloma 
Gutiérrez del Arroyo, Marisela Vélez, Margarita Salas, José L. Carrascosa, Ana 
Camacho). 
- AFM-BioMed Conference. Barcelona. 18-21 Abril 2007. (Intervención 
oral: "Characterization of transcription regulatory complexes of bacteriophage 
Phi29 by Atomic Force Microscopy" Paloma Gutiérrez del Arroyo, Marisela 
Vélez, Margarita Salas, José L. Carrascosa, Ana Camacho).  
- “Nanotechnology of biological membranes”, Universidad 
Complutense de Madrid. 24 de abril 2007. (Oyente). 
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- XXIII Reunión bienal de la S.M.E. Bilbao. 3-6 julio 2007. (Intervención 
oral: "Caracterización estructural de complejos DNA-proteina de regulación de 
la transcripción mediante microscopía de fuerzas atómicas" Paloma Gutiérrez 
del Arroyo, Marisela Vélez, Margarita Salas, José L. Carrascosa, Ana Camacho). 
 
Presentación de mi trabajo por colaboradores: 
 
-  FASEB. “Mechanism and Regulation of Prokaryotic Transcription”. 
Saxton´s River, Vermont. EEUU (2007). Comunicación de póster: Ana 
Camacho, Paloma Gutiérrez del Arroyo, Laura Pérez-Lago, Marisela Vélez, 
José L. Carrascosa, Margarita Salas (2007). Sequence requirements and 
conformational modification of the DNA required for the transcriptional 
switch of phage Ø29.  
- FASEB. “Helicases & NTP-Driven Nucleic Acid Motors: Structure, 
Function, Mechanisms & Roles in Human Disease” Indian Wells, California, 
EEUU (2007). Comunicación de póster: Origin meeting and unwinding by 
SV40 T antigen-new insights from 3D-EM. Isabel Cuesta, Rafael Núñez-
Ramírez, Paloma G. del Arroyo, Schors H.W. Scheres, X.S. Chen, E. Fanning, 
José María Carazo. 
- Comunicación de póster: “Hacia un mejor entendimiento por EM y 
AFM de los mecanismos moleculares de la actividad de la helicasa LTAg del 
virus SV40” I. Cuesta, R. Núñez-Ramírez, P. Gutiérrez del Arroyo, 
S.H.W.Scheres, X.S. Chen, E. Fanning, J.M. Carazo.  
 
 
Estancias breves 
 
Durante esta tesis realicé una estancia breve de tres meses de duración 
supervisada por el Dr. Olivier Piétrement, en el laboratorio de Microscopies 
Moléculaire et Cellulaire (LM2C) del departamento "Interactions Moléculaires 
et Cancer" (UMR CNRS 8126) del Institut de cancérologie Gustave Roussy 
(París), dirigido por Eric Le Cam.  
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                              VIII. Anexos 
 195
 
VIII.3. Publicaciones 
 
María-Eugenia Guazzaroni; Tino Krell; Paloma Gutiérrez del Arroyo; 
Marisela Vélez; Mercedes Jiménez; Germán Rivas; Juan Luis Ramos (2007) The 
transcriptional repressor TtgV recognizes a complex operator as a tetramer 
and induces convex DNA bending. J. Mol. Biol. 369 (4) 927-39. 
Lacal J, Guazzaroni ME, Gutiérrez del Arroyo P, Busch A, Vélez M, 
Krell T, Ramos JL. (2008) Two Levels of Cooperativeness in the Binding of 
TodT to the tod Operon Promoter. J. Mol. Biol. 384 (5) 1037-47. 
Paloma Gutiérrez del Arroyo; Marisela  Vélez; Olivier  Piétrement; 
Margarita  Salas; José L. Carrascosa; Ana Camacho. A nucleoprotein-hairpin 
in transcription regulation. Journal of Structural Biology. Publicado on line, julio 
2009 (DOI: 10.1016). 
Un cuarto artículo (Durante-Rodríguez et al.) concerniente al sistema 
de regulación de BzdR de Azoarcus sp. CIB se encuentra en preparación.  
                                           
 
